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RESUMEN 
Los granos almacenados, así como sus productos industrializados son atacados por plagas 
que determinan una merma en su calidad y en el precio. Estas plagas pertenecen a dos ordenes 
principalmente: Lepidoptera y Coleóptera. La palomilla de los cereales y el gorgojo castaño de la 
harina constituyen las principales plagas de los productos almacenados. El objetivo de este 
trabajo fue la selección y caracterización de cepas de Bacillus thuringiensis activas contra 
coleópteros como Tribolium castaneum y Oryzaephiíus surinamensis. Para este efecto se utilizó 
PCR con el fin de identificar aquellas cepas de Bt que son portadoras del gen cryIII que codifica 
para la toxina contra coleópteros en general. Se ensayaron diferentes dietas para los insectos 
blanco, así mismo diseñamos un procedimiento para determinar bajo condiciones de laboratorio 
la toxicidad de las cepas sobre dichos insectos; el análisis de X3 permite sustentar nuestras 
observaciones. Los resultados muestran que las cepas GM-80, GM-83 y C-9 portan genes que 
pertenecen a la familia cryIII pero no corresponden con ninguno de los genes específicos 
descritos. La toxicidad máxima de las cepas GM-80 y GM-83 contra T. castaneum provocó una 
mortalidad del 33% en los dos casos y del 48% para O. surinamensis con la cepa C9. Estos 
resultados indican la presencia de cepas que pueden portar potencialmcnte nuevas proteínas Cry y 
que constituyen una alternativa potencial al control químico de plagas en granos almacenados y 
en harina, sin peligro al medio ambiente y para la salud humana. 
ABSTRACT 
Stored grains, as well as their industrialized products, are attacked by plagues that 
determine a loss in quality and price. These plagues belong to two kinds mainly; Lepidoptera and 
Coleóptera. Cereal moth and flour's red weevil constitute the most common plagues of stored 
products. The purpose of this work was the selection and characterization of strains of Bacillus 
(huringiensis active against coleopterans as the Tribulium castuneum and Oryzaaphilus 
surinamensis. For this purpose, PCR was used to identify those Bt strains that carry the crylll 
gene that codifies toxins against coleopters in general. Results show that strains GM-80, GM-83 
and C-9 carry genes that belong to the cry III family, but don't belong to any of the specific genes 
described. The maximum toxicity of strains against targeted insccts of this investigation caused a 
mortality of 33% for T. castaneum and 48% for 0. surinamensis. These results show the presence 
of strains that can carry new Cry proteins, and that constitute a potential alternative for chemical 
plague control in stored grains and in flour without harm to environment and human health. 
INTRODUCCION 
A pesar de advertir los problemas asociados al uso creciente de insecticidas, pocos 
materiales están disponibles para el manejo de plagas en los granos almacenados. Esto conlleva a 
la necesidad de desarrollar programas de manejo integrado de plagas basados en la biología y la 
ecología que exploten el comportamiento y la fisiología del insecto. 
Por otra parte, la producción de granos tiene como fin primordial mayor rendimiento y 
mejor calidad de las cosechas; sin embargo, poca atención se ha dedicado a la protección de las 
cosechas en el almacén y a cuantificar la magnitud de las pérdidas. Se ha estimado que los 
insectos son la causa de la pérdida del 5 al 10% de la producción mundial de cereales en el 
almacén; en áreas tropicales, estas pérdidas alcanzan del 30 a 40% (Hall. 1970). Estadística!) 
sobre pérdidas de maíz en post-cosecha a nivel nacional, revelaron que, solo por insectos, se 
pierden del 10 al 25% (FAO. 1983). 
Los granos en el almacén son atacados por plagas que destruyen el pericarpio de la 
semilla y su interior (insectos primarios) y por plagas oportunistas que se presentan después de 
que los granos han sido atacados (insectos secundarios). 
Entre las plagas primarias se encuentran: Sitophilus zeamais. Rhyzopertha dominica, 
Sitotroga cereaiella, Prostephanus truncatus, Plodia interpunctella; entre las plagas secundarias 
sobresalen Tribolium castaneum y Tribolium confusum. De estos últimos, T. castaneum es uno 
de los insectos secundarios mas abundantes y dañinos en los almacenes de los Estados de Nuevo 
León y Tamaulipas. Los granos que principalmente ataca este insecto son; maíz, sorgo, cebada, 
trigo y arroz. Aunque en menor proporción se presentan ataques sobre ajonjolí, cacahuate, harina 
de maíz y trigo. En esta última es donde ataca con mayor frecuencia. Estas plagas no se detectan 
con facilidad en las primeras fases de la infestación cuando las densidad de población es baja, 
sino hasta que aparecen los adultos (Leos. 1993). 
Para el control de plagas en granos almacenados se han empleado productos químicos por 
su alta efectividad y rápida acción; sin embargo, La aparición de resistencia y el desequilibrio que 
provocan entre las plagas y sus enemigos naturales, así como la contaminación de aguas, suelo y 
aire, dirigen la atención hacia el desarrollo y empleo de bioinsecticidas. 
Por mas de 30 afios el microorganismo mas utilizado en el control de insectos ha sido 
Bacillus thuringiensis (Bt). Los bioLnsecticidas a base de Bt cubren el 90 - 95 % del mercado 
mundial (Feitelson. et al. 1992). Se estimó la demanda del país de Bt en 182 ton/año para cultivos 
como maíz, trigo, sorgo y ajonjolí, con un precio de $ 4,550,000 dólares (Quintero. 1997). 
Bt se ha utilizado contra lepidópteros, dípteros, ácaros y coleópteros en general. En 1983 
se aislaron las subespecies tenebrionis y san diego para el control de coleópteros como Tenebrio 
molitor y Leptinotarsa decemlineuta en cultivos de papa y tomate principalmente, aunque 
existen muchos tipos de insectos plaga que no son controlados por las formulaciones disponibles, 
esto sugiere que la investigación sobre Bt deberá ser dirigida hacia 1) ampliar el espectro de 
acción a través del análisis de grandes colecciones de cepas, 2) elucidar el modo de acción de la 
toxina y 3) la expresión de los genes cry en nuevos sistemas. Así con la ingeniería genética y la 
biología molecular se cuenta con herramientas que permiten con relativa rapidez detectar genes y 
sus productos en un gran número de cepas. 
Por estas razones se propone la búsqueda y aislamiento de cepas de Bt útiles en el control 
de coleópteros plaga de granos almacenados: Tribolium castaneum y Oryzaephlius Surinamensis. 
Importancia: 
El control de coleópteros como Tribolium castaneum y Oryzaephlius surinamensis con 
bioinsecticidas a base de microorganismos entomopátogenos, permitirá proteger la producción y 
la calidad de Los granos almacenados así como sus productos industrializados, sin el menor riesgo 
contaminante para el ambiente ni para la entomofauna benéfica, así como para la salud humana. 
Las investigaciones realizadas muestran que existen cepas de Bacillus thuringiensis contra 
coleópteros. En el caso de granos almacenados T. Castaneum y O. surinamensis son plagas 
importantes cuya mortalidad se atribuye en forma natural al ataque por microorganismos o bien 
por insecticidas químicos. Estas consideraciones permiten emitir la siguiente 
Hipótesis: 
Es posible encontrar, aislar, seleccionar y caracterizar cepas de Bacillus thuringiensis 
tóxicas contra T. castaneum y Q. surinamensis en granos almacenados. 
Objetivo general: 
Seleccionar y caracterizar cepas de Bacillus thuringiensis tóxicas contra Tribolium castaneum y 
Oryzaephilus surinamensis en granos almacenados 
Objetivos específicos: 
• Aislar cepas nativas de Bt para controlar T. castaneum y O. surinamensis en granos 
almacenados. 
• Identificar aquellas ccpas de la Colección Internacional de Bt que poseen actividad 
contra T. castaneum y O. surinamensis 
• Identificar él o los genes que codifican para los productos tóxicos contra T. castaneum y 
O. surinamensis. 
ANTECEDENTES 
Las condiciones físicas del ambiente de almacén propician el desarrollo de poblaciones de 
insectos que se alimentan de granos o de sus productos industrializados, que se transforman en 
plaga al causar daños económicos al hombre. Si bien un manejo eficiente de almacén disminuye 
(y en ocasiones evita) las pérdidas ocasionadas por dichas plagas, es práctica común la aplicación 
de productos químicos como profilácticos o agentes de control. 
La creciente concientización acerca de los problemas toxicológicos y ecológicos que ha 
causado el uso y abuso que los plaguicidas traen consigo, ha estimulado el estudio de alternativas 
viables como el control físico y biológico, incluyendo también las posibles combinaciones entre 
ellos. 
El control biológico de insectos 
El control biológico de insectos se refiere al empleo de un organismo (ácaro, insecto, 
hongo, bacteria, protozoario o virus), incluso algunos productos o partes de ellos para controlar la 
población de otro (insecto plaga, ácaro o mala hierba). 
En este sentido, el control biológico se ha utilizado en productos almacenados por 
diferentes causas: una de ellas es que La disciplina de entomología de granos almacenados se 
desarrollo para la protección de productos depositados en bodegas grandes y silos. De tal suerte 
que, la tolerancia para la presencia de insectos de cualquier tipo (plagas o insectos benéficos) es 
muy baja y aún mas La fumigación resulta un método muy eficiente para el control. Así la 
investigación se orientó simplemente a la detección de bajos niveles poblacionales de plagas y su 
eliminación (Rios-lbarra. 1992) 
Otro obstáculo para el uso del control biológico es la existencia de reglamentos para la 
adición de contaminantes de todo tipo (incluyendo enemigos naturales) a productos almacenados. 
Es interesante señalar que algunos de estos reglamentos fueron modificados recientemente en los 
Estados Unidos para permitir el uso de algunos enemigos naturales específicos como ácaros 
depredadores que penetran fácilmente en los espacios entre granos y además se dispersan como 
pasajeros sobre el cuerpo de sus victimas, o bien insectos que parasitan a otros insectos. 
Es importante señalar que el hecho de observar la presencia de un enemigo natural no 
significa que el insecto es efectivo como agente de control biológico. 
Una forma de control biológico que es prometedor para el manejo de plagas de productos 
almacenados es el uso de microorganismos patógenos a los insectos como virus, bacterias 
protozoarios y hongos. Estos microorganismos se utilizan de manera similar a los insecticidas 
sintéticos (es decir que son aplicados al producto almacenado como tratamiento preventivo) 
normalmente en forma de polvo seco. Algunos productos apropiados pueden ocasionar una alta 
mortalidad de la plaga sin matar enemigos naturales y sin dejar residuos tóxicos a mamíferos 
incluyendo humanos (Markham. 1992). 
Se han encontrado más de 1,500 especies de microorganismos entomopátogenos con 
potencial en control microbiano de poblaciones de insectos plaga: agrícolas, forestales, 
ornamentales y salud. La mayoría de estas especies son poco conocidas, mientras que algunas 
como Bacillus thuringiensis (Bt) y sus serotipos se han estudiado detalladamente. Entre estas 
especies se hallan diferentes tipos de microorganismos. Esta gama incluye alrededor de 750 
especies de hongos, 700 de virus, 300 de protozoarios y casi 100 especies aisladas de insectos 
(Badii. 1993). 
Los b io insecticidas en el control biológico de insectos 
Las ventajas que ofrecen los bioinsecticidas microbianos se han discutido ampliamente 
entre ellas esta la resistencia casi nula ofrecida por los insectos a sus aplicaciones, ausencia de 
toxicidad para plantas, animales, humanos, así como a otros insectos no blanco, en consecuencia 
no contaminan el medio ambiente y especificidad para el insecto blanco. Además de que la 
producción de bioinsecticidas no depende de una sola materia prima para su producción. 
Por otra parte su efecto no es tan rápido como el de los insecticidas químicos, son 
demasiado selectivos para eliminar un insecto y su costo se considera intermedio (Galán-Wong. 
1993) 
Bacillus thuringiensis como agente de control biológico de insectos 
Entre 1951 y 1956 aparecen diferentes publicaciones que estimulan el uso y la 
explotación comercial de Bt como un agente de control microbiano contra algunas plagas de 
lepidópteros. 
Dulmage en 1968, recuperó un potente aislado de Bt, el cual denomino HD-1, que resultó 
de 20 a 200 veces más potente que todas las cepas conocidas para el control de lepidópteros y es 
actualmente la base comercial de este tipo de productos a nivel industrial. 
El control de coleópteros con bioinsecticidas prácticamente inició en 1983 cuando Krieg 
y col. aislaron una cepa de Bt a partir de Tenehrio molitor, la cual produce un cristal paraesporal 
de forma cuadrangular y contorno liso. De acuerdo a sus características bioquímicas corresponde 
a una subespecie nueva que fue denominada tenebrionis y es activa contra larvas de Leptinotarsa 
decemlineata (Coleóptera: Chrysomelidae). 
Ilemstadt y col, (1986) aislaron una nueva cepa con actividad tóxica para coleópteros, 
este nuevo aislado se designó como Bt var. san diego, presenta un cristal plano y de forma 
rectangular. 
Las variedades san diego y tenebrionis de Bt constituyen las dos patentes que existen para 
el control de coleópteros como L. decemlineata y Diabrotica sp. Sin embargo, hasta la fecha no 
existen reportes acerca del control de coleópteros en granos almacenados a través de Bt, 
especialmente de Tribolium castaneum, En este trabajo se reporta el uso de Bacillus thuringiensis 
para el control de este insecto en granos almacenados o en productos alimenticios 
industrializados, principalmente harina de trigo. 
Caracterización de Bt 
Bt, es una bacteria del suelo Gram positiva, aeròbica y esporulada, con flagelos perítricos, 
que produce inclusiones cristalinas de naturaleza proteica durante la fase de esporulación. De 
acuerdo a sus características bioquímicas Bt es idéntico a Bacillus cereus, con la diferencia que 
aquel produce cristal. Las primeras clasificaciones se dieron en base al antigeno H (flagelar), se 
reportaron 45 serotipos que distinguen a 45 serovariedades (Lecadet et al, 1994) 
Dichas inclusiones son proteínas llamadas 5-endotoxinas; con actividad insecticida contra 
larvas de lepidópteros, dípteros, ácaros y coleópteros, asi como para nemátodos. 
La presencia del cristal, los antígcnos H específicos (excepto para la cepa finitimus) y las 
propiedades entomopatógenas son los que distinguen a Bacillus thuringiensis de B. cereus, así 
todas las cepas cristalíferas se designaron como variedades de Bt (De Bar|ac y Bonefoi. 1972) 
Clasificación de las toxinas de Bt 
Bt se caracteriza por producir una gran variedad de toxinas con diversas propiedades. 
Siete de ellas están descritas: La fosfolipasa C (conocida como a-exotoxina); una toxina 
termoestable (P-exotoxina); una enzima no identificada que puede no ser tóxica (x-exotoxina); el 
cristal proteico paraesporal (6-endotoxina) que es el que posee actividad tóxica contra larvas de 
varios órdenes de insectos y algunos otros organismos, tales como nemátodos y protozuarios; una 
toxina lábil; una toxina soluble en agua aislada de una formulación comercial y una exotoxina 
conocida como factor ratón (Faust et al., 1982). 
De todos estos compuestos tóxicos, la ò-endu toxina posee grandes atributos por su alta 
especificidad y nula residualidad. La S-endo toxina es sintetizada como protoxina y forma 
cristales paraesporales, los cuales pueden variar de forma y talla molecular ( Faust et al., 1982). 
Hofte y Whiteley (1989) clasificaron los genes del cristal proteico de Bt con el criterio del 
espectro insecticida y la secuencia de aminoácidos de las proteínas. Distinguieron 14 genes que 
codifican proteínas activas contra lepidópteros (cryl), lepidópteros y dípteros {cryll), coleópteros 
(crylll) o dípteros (cryIV). Demostraron, además que todas las proteínas se caracterizan por una 
alta especificidad hacia el insecto hospedero. 
Una nueva nomenclatura es propuesta por Crickmore y col. (1998) basada en el 
agolpamiento jerárquico de las secuencias de aminoácidos idénticos, donde los números romanos 
se intercambiaron por números arábigos en el primer rango, para el mejor acomodo del gran 
numero de nuevas secuencias esperadas. En esa propuesta 133 cristales proteicos están 
agrupados en 24 clases primarias sistemáticamente arregladas. 
Para no alterar el texto original de los artículos aquí citados, se continuará redactando 
según la clasificación propuesta por Hofte y Whiteley (1989). 
Los genes crylU codifican para proteínas específicas contra coleópteros, estas proteínas se 
encuentran en forma de cristales romboidales. En la Tabla 1 se muestran cuatro grupos de 
proteínas tipo Crylll que se han reportado. 
Tabla 1, Talla molecular de las toxinas de Baciüus thuringivnsis, 
específicas contra coleópteros. 
Toxina Talla molecular (kDa) 
CryIIlA ó Cry3Aa 73.100 
CryIIIB ó Cry3Ba2 74.237 
CryIIIB2A ó Cry3Bal 74.393 
CrylIIC ó Cry 7Aa 129.400 
CrylUD ó Cry3Ca 73.300 
Llama la atención la talla molecular de la proteina CryniC; sin embargo, la fracción 
tóxica que se libera después de la proteólisis es de 66 kDa. Un fragmento de la proteina Cry IB de 
aproximadamente 65 kDa es el péptido más pequeño que retiene bioactividad contra larvas de 
lepidópteros y coleópteros (Bradley et al., 1995). Los genes de las proteínas Cryin presentan 
cierta homología con los genes cry\ y cryTV en el dominio tóxico (Hofte y Whiteley 1989). 
Una nueva subclase de genes: cryIIIC, se caracterizan por producir un cristal proteico de 
forma bipiramidal, de 129 kDa con un fragmento nuclear resistente a la tripsina de 72 kDa. La 
secuencia de aminoácidos del fragmento tóxico tiene 37, 32 y 33% de homología con las toxinas 
de CrylIlA, CrylIIB y CryllID respectivamente. Es interesante resaltar que los aminoácidos hacia 
el carboxilo terminal mostraron del 41 al 48% de similitud con aquellas secuencias de las otras 
proteínas cristalinas. Naturalmente los cristales de CryIIIC no son tóxicos, a menos después de 
que se solubilizen in vitro y se activen por proteasas (Lambert et al1992). 
CryIIIB2 muestra significativamente similaridad estructural a CrytlíA, el dominio 1 del 
péptido CryIIIB2 es suficiente para la formación de canales iónicos y para promover el eflujo de 
iones en el intestino medio de Leptinotarsa decemlineata y Diabfótica undecimpunctata (Von 
Tersch et al., 1994). 
Lamber! y col. (1992) describen la secuencia nucleotídica del gen crylllD que codifica un 
nuevo cristal protéico activo contra coleópteros a partir de la cepa BT11Q9P de Baciilus 
thuringiensis var. kurstaki\ ellos señalan que el gen descrito es mucho más activo contra el 
escarabajo de la papa de Colorado que otros crylll. 
Estructura molecular de la 5-etidotoxina 
La estructura de la 5-endotoxina CrylUA tóxica para coleópteros, la determinaron Li y 
col. (1991) a una resolución de 2.5 Á; encontrando que la toxina comprende tres dominios que 
son a partir del amino terminal: un conjunto de siete hélices, un dominio de tres laminas y un beta 
sandwich. El núcleo de la molécula que rodea todos los tres dominios es un conjunto de 
segmentos conservados de la 6-endotoxúia activa. El conjunto de largas, hidrotóbicas y 
anfipáticas hélices esta equipado para la formación del poro en la membrana del insecto y las 
regiones del dominio de las tres laminas son probablemente los responsables de enlace al 
receptor. Esto proporciona la base para que se realicen numerosos estudios sobre la expresión, 
secuencia y modo de acción de la misma. 
Es la estructura molecular de la S-endotoxina CryUIA la que permite asumir que las 
estructuras proteicas de las toxinas Cry son similares, debido a que poseen cinco bloques de 
secuencias altamente conservadas. La alineación de las secuencias de las diferentes toxinas de Bt 
revelan que estos bloques constituyen el núcleo de CryIIlA. La proteína consta de tres dominios 
estructurales: el dominio I parece estar involucrado en la inserción hacia la membrana y la 
formación del poro; el domino II esta implicado en la especificidad y el dominio III en 
especificidad y conformación estructural (Li et al., 1990 ). 
La organización proteica de los cristales insecticidas de Bt revela que son semejantes en 
su estructura primaria. La región hacia el amino terminal es rica en a-hélices y el carboxilo 
terminal esta formado por laminas P-plegadas, sin estructura definida (Bietlot et al., 1989 ; 
Choma el ai, 1990). 
Modo de acción de la d-endotoxina 
Para que las toxinas de Bt ejerzan su acción letal, es necesario que la larva ingiera la 
mezcla espora-cristal y una vez que ha ocurrido esto, los síntomas visibles son: la larva cesa de 
alimentarse, regurgita el contenido intestinal, se mueve lentamente, sufre parálisis del tracto 
digestivo, parálisis total y finalmente, la muerte (Bai et al., 1993). 
Si bien las <5-endotoxinas pueden atacar a diversos órdenes de insectos, éstas actúan de 
manera muy similar. Para que se lleve a cabo su acción letal, es preciso que se realicen varios 
eventos bioquímicos, donde sobresalen los siguientes: a) ingestión y solubilización del cristal; b) 
procesamiento de la protoxina en el intestino medio; c) unión de la toxina activa al receptor y d) 
formación de un poro, lo que conduce a la lisis celular. 
Solubilización: Los cristales paraesporales están conformados por más de mil unidades de 
protoxina, las cuales se solubilizan y activan en el intestino del insecto, este proceso requiere de 
un pH alcalino (lepidópteros), que es esencial para solubilizar la mayoría de las toxinas de Bt, 
generalmente insolubles a valores de pH menores de 9.5 (Knowles y Dow. 1993). 
Se determinó que los cristales nativos de la subespecie san diego se disuelven a pH 10 o 
mayor y abajo de 4. En pH ácido la tasa de solubilizacióo fue substancialmente más lenta que a 
pH alcalino. La toxicidad fue más alta para la toxina soluble que para la toxina cristalizada, pero 
virtualmente idéntica en soluciones ácidas o alcalinas. La solubilización en medio ácido es 
significativa debido a la acidez del intestino medio de coleópteros susceptibles (Koller, Bauer y 
Hollingworth.1992). 
La adecuada solubilización de las proteínas Cry juega un papel fundamental en la 
liberación de los diversos tipos de proteínas y el procesamiento protcolítico para generar el 
fragmento tóxico. 
Estudios in vitro, han demostrado que la solubilización de los cristales depende de la 
composición de las proteínas que lo conforman. En Bt aizawai (HD-133), el cristal esta formado 
por tres toxinas (CrylAb, CrylC y CrylD) donde la presencia de CrylAb da como resultado un 
cristal mas soluble, el cual incrementó la toxicidad hacia larvas de S. frugiperda, pero no para P. 
inierpunctella, donde se observó un efecto contrario (Aronson et al., 1991) 
Otro factor que puede influir en la solubilización de los cristales, se ha relacionado con el 
contenido de enlaces disulfuro, este efecto solo se ha observado en algunas proteínas Cry que 
carecen de actividad insecticida y no se ha generalizado hacia proteínas Cry toxicas (Du et al 
.,1994) 
Por otra parte, se ha visto que la solubilización podría ser un factor determinante en el 
probable desarrollo de resistencia, tal y como se ha sugerido para P. inierpunctella (Schnepf et 
al., 1998) 
En otros insectos, como coleópteros y dípteros, este efecto no se ha demostrado, ya que el 
conocimiento básico es muy limitado. En L. decemlineata se reporto que para que Cry3A pueda 
ser solubilizada es necesaria una hidrólisis previa con proteasas tipo quimiotripsina (Carrol et al., 
1997). 
Activación: Una vez solubilizadas, las protoxinas son procesadas por las proteasas presentes en 
el intestino de la larva. En las proteínas Ciyl el procesamiento proteolitico remueve los primeros 
28-29 aminoácidos del extremo amino terminal, en el extremo carboxilo, el procesamiento es mas 
intenso y extenso ya que se remueven los últimos 600 aminoácidos en secciones de 10 kDa, 
originando un fragmento de 55-65 kDa resistente a posteriores digestiones (Chestukina et al, 
1990; Choma et al., 1991). 
Unión al receptor: Posterior a la activación, el fragmento tóxico penetra la membrana peritrófica 
y se une a sitios específicos localizados en las micro vellosidades de la membrana apical de las 
células columnares. Esta unión es la etapa determinante de la especificidad de las toxinas Cry. 
Hofmann (1989) y Van Rie (1989), mediante estudios de unióny competencia con lAa, l C y 1E, 
demostraron correlación entre la afinidad de la toxina y la actividad insecticida, concluyendo que 
una alta afinidad era garantía de toxicidad, contrastando con una baja o nula unión en insectos no 
susceptibles. 
En ensayos similares las toxinas CrylAa, CrylAb y CrylAc, indican que las diferencias 
en toxicidad son debidas a la afinidad por un sitio de unión y también a la concentración de éstos. 
Los resultados demuestran que para M. sexta, que es igualmente sensible a las tres toxinas, y para 
H. virescens, que presenta diferente sensibilidad, las constantes de unión son semejantes, pero la 
concentración de sitios para cada toxina son significativamente diferentes (Van Rie et al., 1990). 
No obstante, la unión es requisito para la toxicidad, ésta no siempre es dependiente del 
grado de afinidad de la toxina por el receptor, tal y como se demostró con las toxinas HD1-9 y 
HD-73 en L. dispar, donde se encontró una correlación inversa entre la unión al receptor y la 
toxicidad. Los valores de unión fueron muy semejantes, pero HD1-9, mostró constantes de 
disociación casi 20 veces mayor, a pesar de ser 400 veces más toxica que HD-73 (Wolfersbergef. 
1990). 
Otro ejemplo raro de ausencia de correlación entre la afinidad y la actividad insecticida, 
fue reportado por Liang y Dean (1995), quienes evaluaron las constantes de afinidad y 
disociación de CrylAa, CrylAb, y CrylAc, con vesículas del intestino medio de L. dispar, 
confirmando que la afinidad de CrylAb no esta directamente relacionada con la actividad de la 
toxinay encontraron una correlación directa entre el rango de unión y toxicidad. 
La unión toxina-receptor involucra dos pasos secuenciales: a) unión reversible, esto es la 
unión entre la toxina y el receptor y b) unión irreversible, exclusivamente asociada con la 
inserción de la toxina en la membrana apical (Hofmann et ai, 1988). 
Se han caracterizado e identificado bioquímicamente algunos de los receptores como: 
a). Arainopeptidasa N (APN): Generalmente las APN son una familia de proteínas localizadas, 
en células del tracto digestivo. Existe evidencia que sugiere su participación como receptores 
para algunos hongos y virus, como coronavirus y herpesvirus (Knight et al., 1995). Las APN se 
han localizado en el intestino medio de diversos lepidópteros y se ha demostrado que unen 
algunas proteínas Cry. Algunas de estas APNs se han clonado y deducida la secuencia de 
aminoácidos. (Knight et al., 1995; Sanchis y Ellar. 1994). 
b). Caderina: La proteína receptora para CrylAb (BT-Ri), fue el primer receptor que se clonó y 
expresó a partir de un cDNA de M. sexta, este receptor mostró un 30 - 60% de similitud y un 20-
40% de identidad a los miembros de la familia de las caderinas, que son glicoproteinas 
transmembranales encargadas de mediar la agregación celular, dependiente de calcio; pueden 
estar involucradas en el transporte membranal, posiblemente esta función es similar al transporte 
de peptidos en las proteínas tipo caderinas de humanos (Vadlamudi et al., 1995). 
Existen reportes donde se sugiere la participación de otro tipo de proteínas, 
específicamente una fosfatasa de 65 kDa, la cual unió a CrylAc en M. sexta (Sangadala et ai., 
1994). Sin embargo, no se ha demostrado actividad similar en otros insectos. 
Formación de poro: Posterior a la unión al receptor, la toxina forma un poro o canal iónico. Sin 
embargo, la naturaleza de éstos es aún controversial, se han descrito como poros líticos que no 
son específicos para algunos iones en particular y alternativamente, como canales específicos de 
iones, que interumpen el potencial de membrana, pero no necesariamente lisa las células 
(Schnepf et al., 1998). 
De acuerdo a la estructura de las 8-endotoxinas, se han propuesto dos modelos que 
expliquan su inserción en la membrana plasmática de las células columnares: Modelo del 
cortaplumas, Hodgman y Ellar (1990), propusieron a las hélices a 5 y a 6 como las encargadas de 
insertarse en la membrana y formar poros. Por las características amfipáticas de las a hélices, a 5 y 
a 6, se encuentran al extremo del dominio I, del lado opuesto de la membrana y por lo tanto, 
podrían saltar del dominio I, parecido a un cortaplumas abierto. El resto del dominio I, no requiere 
un rearreglo posterior aunque a 4, probablemente podría girar hacia el lado de a 3. 
Modelo del paraguas, un par de a hélices (a 6 y a 7 ó a 4 y o 5), permanecen del lado 
exterior del dominio I, hasta insertarse dentro de la membrana, mientras el resto de las hélices 
sufren un rearreglo conformacional, quedando separadas en la superficie de la membrana, 
semejando la varilla de un paraguas. Recientemente se ha postulado que el par de a hélices que se 
inserta en la membrana de forma antiparalela son a 4 y a 5, mientras a 7 sirve como un 
monitoreador de la inserción para iniciar el rearreglo estructural del dominio formador del poro 
(Gaitz etai, 1998). 
En ambos modelos la inserción de parte del dominio I, puede estar acompañada de la 
formación de oligómeros de varias moléculas de toxina, que originarán los poros con un canal 
central acuoso. 
La actividad insecticida del cristal proteico de Bt thuringiensis contra larvas de 
coleópteros se incrementó por la solubilización de la toxina y al truncarla con tripsina antes de 
administrarse al insecto. Estos resultados sugieren que para algunos insectos la especificidad 
aparente del hospedero de la proteína puede depender de las diferencias en el ambiente del 
intestino medio y de las diferencias en la interacción toxina-receptor (Bradley et al., 1995). 
Se ha encontrado que en algunos casos no es suficiente que la toxina se una al receptor 
para que mate al insecto, esto sugiere que existen otros factores involucrados en el mecanismo de 
acción de la toxina de Bt (Wolfersberger. 1990). 
Los receptores son diferentes en cada tipo de insecto, lo mismo que su número y la 
eficiencia de unión entre la toxina y el receptor. Macintosh y col. ( 1991 ) en su estudio sobre la 
unión de las proteínas de Bt a Heliotis virescens, concluyeron que existe diferente especificidad 
de las proteínas hacia el receptor y que las cepas tóxicas a H. virescens ((JryIA) no compiten por 
el receptor con las producidas por CryllIA que son especificas para coleópteros. Encontrando que 
en lepidópteros y coleópteros los cambios histopatológicos incluyeron el rompimiento de la 
vellosidad intestinal, vacuolización del citoplasma, hipertrofia de las células epiteliales y 
desintegración de la célula. Después de la ingestión del cristal por las larvas, las proteínas del 
cristal insecticida se acumularon en la membrana peritrófica. Sin embargo la unión a dicha 
membrana no correlaciona con la toxicidad puesto que la proteína tóxica a coleópteros también se 
retiene en la membrana peritrófica de lepidópteros y viceversa (Bravo et al., 1992). 
Con Bt san diego trabajaron Bauer y Pankratz (1992) para controlar el escarabajo de la 
hoja del algodón Chrysomela scripta con el cristal de la 6-endotoxina y esporas vivas. Su 
investigación a nivel ultraestructura la realizaron en el intestino medio de células epiteliales de 
dicho insecto. Los resultados indican que los efectos se presentaron hasta dos horas después del 
tratamiento; las células presentaban grandes espacios citoplásmicos, expansión del laberinto 
basal, rompimiento del retículo endoplásmico rugoso y desplazamiento del núcleo apical. 
Después de tres horas el daño se incrementó. 
El control de coleópteros a través de Bt 
Uno de los coleópteros que mayor atención han recibido en el control biológico de 
insectos es el escarabajo de la papa de Colorado Leptinotarsa decemlineaía gran defoliador de 
ese cultivo y del tomate. La literatura muestra que las plagas de granos almacenados entre ellas 
Tribolium confusum y T. castaneum actualmente son blanco de la biotecnología de insecticidas. 
En La Tabla 2 se muestran algunos de los coleópteros susceptibles a Bacillus thuringiensis . 
Tabla 2 . Coleópteros susceptibles a Bacilliis thuringiensis 
Insecto Referencia 
Tribolium confusum Singh. 1979, Arthur, 1994 
Tribolium castaneum Singh. 1979 
Callosobruchus chinenis Singh. 1979 
Tenebrio molitor Chilcott, 1993 
Sitophilus oryzae Kramer. 1985 
Leptinotarsa decemlineaía Donovan. 1988; Mac Intosh. 1990; Rupar. 1991; 
Zehnder. 1992 
Dlabrotica undecinpunctata Rupar, 1991 
Plagiodera versicolora Bauer. 1992 
Chrysomela scripta F. Bauer y Pankratz. 1992 
Oxythyrea funesta Robert. 1994 
En la búsqueda de nuevas cepas de Bt para controlar insectos se han utilizado técnicas 
moleculares para monitorear rápidamente grandes colecciones de microorganismos. Se ha 
demostrado que la reacción en cadena de la polimeraza (PCR) es una herramienta útil para este 
fin. 
En este sentido, Carozzi y col, (1991) establecieron una metodología de análisis rápido 
para predecir la actividad insecticida de cepas de Bt a través de PCR. En el monitoreo se 
incluyeron iniciadores específicos (de 12 a 20 pb) para los genes cryl, crylll y cryIV, que son 
Letales para lepidópteros, coleópteros y dípteros respectivamente. Ellos concluyen que la 
actividad insecticida prcdicha a través de PCR corresponde con aquella encontrada en los 
bioensayos y agregan que la PCR puede identificar cepas coa patrones electroforéticos alterados 
que pueden contener potencialmente nuevos genes. 
Por otra parte, el aislamiento de nuevas cepas de Bt del suelo, o bien de larvas o adultos 
enfermos o muertos en granos almacenados, ha permitido identificar subespecies de Bt capaces 
de controlar coleópteros. Se han desciito diferentes variedades de este bacilo con potencial para 
el control de insectos plaga. En la Tabla 3 se muestran las variedades de Bt identificadas para el 
control de coleópteros. 
Tabla 3 . Variedades de Bacillus ihuringiensis que atacan 
coleópteros* 
Variedad o cepa Referencia 
ihuringiensis 
aizawai 
kurstaki 
soto 
tenebrionis 
san diego 
thohvorthi 
cepa EG2838 y EG4961 
morrisoni 
Singh, 1979 
Singh, 1979 
Singh, 1979 
Singh, 1979 
Von Krieg etal. 1983 
Herrastadt et al. 1986 
Sick etal. 1990 
Donovan, 1992 
Rahardja, 1995 
* La referencia que se muestra corresponde al trabajo inicial donde se identificó la 
variedad o al articulo donde se utilizó. 
Son las variedades tenebrionis y san diego las que constituyen la mayoría de los 
productos comerciales de Bt contra coleópteros y sobre las que se han realizado la mayor parte de 
los estudios. En la Tabla 4 se presentan los productos comerciales a base de Bt usados para el 
control de coleópteros, así como las compañías productoras y las cepas que constituyen el 
ingrediente activo. 
Tabla 4. Productos comerciales a base de Baciilus thuringiensis 
usados para el control de coleópteros. 
Producto Compañía Productora Cepa/toxina de Bt 
M-One Mycogen san diego 
M-One plus Mycogen san diego 
M-Trak Mycogen tenebrionis 
Trident Sandoz tenebrionis 
Novodor Novo tenebrionis 
Diterra Abbott Tenebrionis 
Chilcott y Wigley (1993) probaron la toxicidad de aislados de Bt en contra de T. molitar 
encontrando que la toxicidad fluctúo entre el 0 y 6 % contra el coleóptero y que los aislados 
activos contenían una proteína de 68 kDa. Por otra parte la aplicación de Bt (Dipel, 125 ppm en 
una capa superficial de 10 cm) para el control de Sitophilus oryzae, Tribolium confusum y Plodia 
interpunctella resultó inadecuada para el control de estos insectos (Kramer et a/., 1985 ). 
La aplicación de cuatro formulaciones de Bt (Dipel, Foil, M-Trak y Trident) sobre 
cacahuates mostró que después de 8 meses las poblaciones del escarabajo castaña de la harina, 
Tribolium castaneum no fueron significativamente diferentes de los controles no tratados (Arthur 
y Brown. 1994). Existen reportes (Cheng et al., 1992; Sutton et al., 1992 y Chen et al., 1995); 
sobre el uso de plantas transgenicas que expresan genes de Bt para el control de coleópteros. 
Entre estas plantas se encuentra la papa, berenjena y nogal, 
El gorgojo castaño de la harina y el gorgojo aserrado de los granos 
Una población de insectos no será entendida si no se conoce al individuo de una forma 
suficientemente amplia. Es muy importante conocer la biología y los hábitos de la plaga para 
poder explicar algunos fenómenos que se presentan en una población (Ríos-Ibarra. 1992). En la 
siguiente Tabla se presenta la clasificación taxonómica del gorgojo castaño de la harina y del 
gorgojo aserrado de los granos. 
Tabla 5. Clasificación taxonómica del gorgojo castaño de la harina y 
del gorgojo aserrado de los granos. 
Phylum Arthropoda 
Clase Insecta 
Orden Coleóptera 
Familia 
Género 
Especie 
Tenebrionidae Silvanidae 
Triholium Oryzaephilus 
castaneum surinamensis 
F.s posihlc confundir a Tribolium castaneum con Triholium cortfusum, los adultos de este 
último presentan las antenas gradualmente elongadas y terminadas en punta; las antenas del 
gorgojo castaño de la harina presentan los últimos tres segmentos abruptamente mas grandes. T. 
confusum no puede volar pero T. castaneum si lo hace. 
En la Figura 1 se muestran el adulto y la larva de Tribolium castaneum y Oryzaephilus 
surinamensis. 
Figura 1. Adulto y larva A: Tribolium castaneum-, B: Oryzaephilus surinamensis 
La presencia de estos insectos o fragmentos de ellos determina una mala calidad del 
producto y la consecucntc penalización sobre el precio, en el mejor de los casos. La norma oficial 
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mexicana establece que en harinas La presencia de substancias extrañas debe ser de menos de 50 
fracciones de insectos y menos de 5g de excretas de roedor por cada diez kg. 
El ciclo de vida de Tribolium casianeum y Oryzaephilus surinamertsis 
Ambos gorgojos presentan un ciclo de vida con diferentes fases de crecimiento: 
huevecillo, larva, pupa y adulto. El desarrollo, sobreviviencia y producción de huevecillos 
depende de una dieta adecuada y de Las condiciones ambientales. Estos factores también 
determinan los sitios de apareamiento y de oviposición del insecto 
El adulto de Te es de 2.3 a 4.4 mm de largo, aplanado; color café castaño. La cabeza, el 
tórax y el abdomen son diferenciales, con antenas bien desarrolladas. Los adultos de T, 
castaneum pueden vivir cerca de 6 meses; Ramírez (1986) señala que puede ser hasta 18 meses. 
Las hembras pueden copular varias veces y depositan los huevos aislada y libremente en 
las impurezas del grano y harinas; ponen un promedio de 450 huevos en varios meses, 
dependiendo de la temperatura. La eclosión de huevos varia de 5 a 12 días, dependiendo de la 
temperatura, siendo la óptima a 27 °C (Ramirez-Genel. 1966; SARH. 1980). Los huevecillos son 
muy pequeños de color blanco claro y pegajosos, a menudo se encuentran cubiertos de harina o 
de otros alimentos. La hembra puede ovipositar cerca de 1000 huevecillos 
Las larvas tardan un promedio de 12.9 dias para llegar a pupa (Dobie et al., 1991). 
Lindblad y Drubcn (1979) señalan que el estado larvario puede durar en promedio 35 días, 
prolongándose de acuerdo a la temperatura, a la naturaleza y disponibilidad del alimento, en 
ocasiones puede llegar hasta 90 dias. Las larvas son gusanos delgados, cilindricos, de color 
amarillo pálido; al completar su desarrollo miden 4.5 mm de largo. Los segmentos presentan 
pelos finos y en el segmento terminal poseen un urogomphi de dos cuernos dirigidos hacia arriba. 
La pupa es desnuda, ¡nicialmente blanca, tomándose gradualmente amarillenta; presenta 
en la superficie dorsal haces de pelos como en el caso de las larvas. En condiciones óptimas, el 
estado pupal tarda de 6 a 9 días para llegar a adulto. 
Dobie y col. (1991) señalan que bajo condiciones físicas y de alimentación óptimas, el 
desarrollo de huevo a adulto es de aproximadamente 20 días. 
Los adultos de O. surinamensis son de color café y miden alrededor de 2.5 mm de largo. 
Su cuerpo es plano y esto les facilita entrar entre las grietas de los alimentos empacados. El tórax 
de este insecto presenta proyecciones aseriadas a cada lado. Aunque cuenta con alas bien 
desarrolladas raramente vuela. Las larvas son de color blanco-amarillento, con la cabeza negra y 
tres pares de patas. La hembra puede ovipositar solo o en grupos cerca de 300 huevecillos, que 
eclosionan en 8 días. Después de 2 o 4 mudas (37 días aproximadamente) la larva esta 
completamente madura. La fase de pupa dura siete días. Bajo condiciones ideales el insecto 
puede completar su ciclo de vida en 25 a 30 días y se pueden presentar hasta seis generaciones 
por año. 
Efecto de los factores ambientales sobre el crecimiento del insecto 
Las preferencias de temperatura de los insectos son importantes debido a su incapacidad 
para regular la temperatura corporal, de tal forma que este factor ambiental determina el tiempo 
de desarrollu, la fecundidad y la tasa de crecimiento poblacional. Los adultos de 7c y Os 
prefieren temperaturas alrededor de los 30°C (Langer y Young. 1976). A esta temperatura el 
tiempo de desarrollo es corto, la tasa de fecundidad y de crecimiento poblacional son altas. 
Donahaye y col. (1996) encontraron temperaturas adecuadas de desarrollo a 35°C . 
Se han encontrada diferencias en la temperatura que prefieren los adultos de 7c en 
función del sexo; las hembras son menos dinámicas y prefieren lugares mas frescos que los 
machos. El movimiento de los machos hacia lugares tibios se explica por su habilidad para 
detectar el calor con el tercer segmento de sus antenas (Hagstrum et a!., 1998).Las bajas 
temperaturas también limitan el desarrollo del insecto, el adulto muere a 0°C y la pupa a -18°C. 
El efecto de la humedad del grano lo han estudiado Fields y Korunic (2000) y encontraron 
que a medida que disminuye el contenido de humedad aumenta la mortalidad. El contenido de 
humedad en grano y harina donde se desarrolla mejor Te y Os es del 12.5% (Rentería-Gutierrez 
et ai, 2000). 
Efecto de los factores nutrícionales sobre el crecimiento del insecto 
T. castuneim y O. surinamensts utiliza Los aromas volátiles del grano para distinguir si los 
granos de los cereales almacenados están dañados mecánicamente o por otros insectos 
(Trematcrra et ai, 2000). Pueden crecer en grano entero de trigo, hasta completar su ciclo de 
vida, sin embargo el crecimiento de la población es mas alto cuando se cultivan en harina de trigo 
(Via. 1991). 
Rentería-Gutierrez y col. (2000) encontraron que un numero reducido de adultos de T. 
castaneum resultó cuando estos se criaron sobre grano entero, pero una alta densidad de adultos 
se presentó cuando estos se criaron en harina, incluso de diferentes variedades de trigo. También 
establecen que el contenido de proteína total y las características físicas no tuvieron una 
influencia significativa sobre el crecimiento poblacional de esta especie. 
Cuando Te se crió sobre muestras de harina procedentes de diferentes variedades de trigo 
comercial se encontró fuerte correlación entre el contenido tota! de almidón vs. el numero de 
larvas y adultos. Hagstrum y col. (1998) han logiado mantener la cría de insectos por varias 
generaciones con una dieta a base de harina de trigo y 5% de levadura de cerveza a 36flC y 70% 
de humedad relativa. 
La cría de Tribotium castaneum y Oryzaephilus surinamensis 
Existen amplias descripciones acerca del equipo e infraestructura para cultivar Te y Os 
(Via. 1991; Renteria-Gutierrez et al, 2000; Trematerra et ai, 2000; Mohán et al., 2002), sin 
embargo su diseño depende mas del ingenio y de la disponibilidad de recursos para establecer la 
cria. 
Es importante que los insectos incluidos en los bioensayos sean de la misma edad. Esto 
permite atribuir las causas de muerte a una sola fuente de variación y descartar la muerte por 
otras causas. En este sentido también será posible cuantificar la mortalidad natural del insecto 
bajo condiciones controladas de humedad y temperatura. 
Control de gorgojos en el almacén. 
Las estrategias de control de plagas de los granos almacenados en Mcxico, generalmente 
carecen de una consideración ecológica en sus planteamientos generales. Esta puede ser una de 
las razones por las que el uso de plaguicidas sintéticos, que aparentemente es la solución más 
rápida y eficiente a un problema de plagas, ha sido el único método utilizado en el control de 
insectos de almacén. 
La solución rápida y eficiente de los problemas insectiles , por ejemplo, lograda con la 
aplicación adecuada de plaguicidas, se ha convertido en la actualidad en una solución 
problemática, debido a la detección de resistencia de los insectos a los plaguicidas, y al reciente 
interés en la no contaminación de los alimentos y el ambiente. 
Ríos-rbarra en 1992 propone un enfoque ecológico en los estudios entomológicos de los 
granos almacenados para el manejo integrado de las plagas de almacén. Dichos estudios deberán 
considerar el almacén como un sistema ecológico, donde el conocimiento de la biología y hábitos 
de la plaga, épocas de más actividad, así como los cambios poblacionales de insectos permitirá 
desarrollar estrategias de control mas eficientes, sin peligro a la salud pública o ambiental. 
Reconoce además que en México, la Calta de este enfoque ha llevado a la casi exclusiva 
dependencia del control químico para solucionar los problemas entomológicos del almacén. 
Control químico 
Los productos químicos gaseosos (fumigantes) que se usan con mas frecuencia son el 
bromuro de metilo y fostoxin, preferidos por su alta efectividad y poca residualidad en el control 
de plagas de granos almacenados y harinas, Sin embargo, el riesgo que implican hacia el medio 
ambiente y la dificultad para manejarlos, determina que se busquen alternativas seguras y 
ecológicas en el control de insectos (EPA, 1997). 
Control físico 
El control físico de gorgojos en el almacén se ha intentado a través de alta y baja 
temperatura, de 26 a 50° C y de 0 a -18o C respectivamente. La mayor efectividad se encontró a 
50° C con una mortalidad del 100% (Dowdy, 1998; Fields y Korunic, 1999), El cambio de 35 a 
50° C permitió disminuir la tasa de fecundidad y el crecimiento poblacional. Este tratamiento 
surge como una alternativa segura al uso de fumigantes en los molinos de trigo. 
Por otra parte, el adulto de Te fue mas sensible a las bajas temperaturas que las pupas del 
mismo insecto. Estas murieron a -18o C (Donahaye et ai., 1995). 
También se ha estudiado el efecto de la temperatura combinado con la presencia de tierras 
diatomáceas, con la finalidad de incrementar la actividad del insecto y así causar daños físicos 
sobre el cuerpo del bicho con la diatomita. Esta práctica se ha evaluado en granos almacenados 
por Fields y Korunic, en 1999. 
Resistencia a insecticidas 
Whalon y col. (1993) reportaron por primera vez la resistencia a la 6-endotoxina 
especifica para coleópteros CryIIlA de Rt san diego o tenebrionis. Sus resultados indican que 
después de 12 generaciones de selección, la cepa seleccionada del escarabajo de la papa de 
Colorado fue 59 veces más resistente que las no seleccionadas y de 24 a 35 veces más resistentes 
que otras cepas resistentes o susceptibles al insecticida. También, se mostró que la resistencia a la 
5-endotoxina se confiere por genes de dominancia incompleta En cuanto a la estabilidad de la 
resistencia, después de que se removió la presión de selección, el nivel de resistencia de la 
colonia seleccionada disminuyó después de cinco generaciones y se mantuvo constante por más 
de 12 generaciones (Rahardja y Whalon. 1995). 
Estos antecedentes muestran que el control de gorgojos en el almacén como Te y Os a 
través de medios biológicos, constituye un área de oportunidad para la biotecnología de Bacülus 
thuringiensis, permitiendo productos alimenticios de mejor calidad y de mayor vida de anaquel 
sin ningún riesgo ecológico. 
MATERIALES Y METODOS 
Las cepas de Bt usadas en este estudio provinieron de dos fuentes a) de la Colección 
Internacional de Bacillus thuringiensis que posee el Departamento de Microbiología e 
Inmunología de la Facultad de Ciencias Biológicas de la UANL, previamente seleccionadas por 
la región de procedencia y b) Otras cepas fueron aisladas de granos almacenados y de larvas o 
adultos muertos obtenidos de las instalaciones de los Almacenes Nacionales de Deposito 
(ANDSA) localizadas en San Nicolás de los Garza y Cadereyta Jiménez N.L. Las muestras 
colectadas se transportarón al laboratorio en frascos de vidrio estériles. 
1. Aislamiento de las cepas contra coleópteros 
Las muestras de granos y suelo (1.0 g) fueron homogenizadas y colocadas en 10 mi de 
agua estéril e incubadas 30 min/ 60°C. La suspensión fue enfriada a temperatura ambiente, 
sembrada en agar nutritivo e incubadas 48-72 h/ 28 °C. 
Las colonias con morfología típica, fueron seleccionadas y sembradas por separado en 
cajas de Petri por duplicado. A estas colonias se les realizó tinción simple para buscar el cristal 
caractcristico de Bacillus thuringiensis. 
2, Identificación de la cepa 
Para identificar las cepas sospechosas (por inspección al microscopio del cristal 
característico), se utilizó PCR según la metodología descrita por Cerón y col. (1995). 
Las cepas de Bt se cultivaron en cajas de Petri durante 12-16 h, se tomó una azada de una 
colonia determinada y se hirvió durante 10 min. en 100 de H2O para lisar las células. Se 
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centrifugó durante 10 scg. a 10,000 rpm y se tomaron 15 \ú del sobrenadante para desarrollar la 
PCR. Las condiciones de esta reacción fueron las siguientes: MgCh 1.5 raM, Buffer 1X, 0.2 mM 
de cada desoxinucleosidos tri fosfatados, 0.3 (iM de cada primer y 0.5 a 2.5 U de Taq polimeraza 
en un volumen total de 50 ^1. 
Se preparó la mezcla G que contenia los cuatro primers generales para identificar los 
genes cryl y crylll (CJI-1, CJI-2, CJ11L20 y CJI1121). La secuencia de cada primer y la talla 
molecular de los productos de PCR esperados se muestran en la Tabla 6. Las cepas de Bacillus 
thuringiensis var. tenebrionis (Btt), la GM-33 y la HD73 se utilizaron como controles para probar 
los juegos de primers. La cepa Btt porta el gen cryHIA, la GM33 contiene crylllC y la HD73 a 
cryIA. 
Tabla 6. Características de los primers generales usados en la mezcla G. 
Primer Secuencia Gen reconocido Talla del producto (pb) 
CJI-1 5' TGTAGAAG AGG AAGTCTATCC A cryí 272 
CJI-2 5'TATCGGTTTCTGGGAAGTA cryí 
CJIII20 5 'TTAACCGTTTTCGCAGAGA crylll 709 
CJ11121 5' iCCGCACTTCTATGTGTCCAAG crylll 
La amplificación del DNA se realizó en un lermociclador modelo Perkin-Elmer AmpGen 
2400. La desnaturalización se realizó en un ciclo de 2 min. a 95 °C, seguida por 30 ciclos que 
consistieron de lmin a 95°C para la desnaturalización, 1 min. a 48°C para el alineamiento, para la 
extensión 1 min. a 72°C y un ciclo de extensión a 72°C por un minuto. 
De los productos de reacción se tomaron 15 pl y se corrió una electroforesis en un gel de 
agarosa al 3% en buffer Tris-Borato a 250 v durante 30 a 35 min. Finalmente este se tiftó con 
bromuro de etidio y se observó en transiluminador de UV a 260 nm. (Cerón et ai, 1995). 
Una segunda PCR se realizó con primers específicos para identificar los genes cryülA, 
crylIlB, cryllIC, cryIIIC-gall, cryUICb, cryUICc, cryllID y cryIIIE. Esta reacción se preparó bajo 
el procedimiento arriba descrito. En la Tabla. 2 se muestran las características de los primers 
específicos. 
3. Determinación de Proteína total. 
Cada una de las cepas seleccionadas, se sembró en caja de Petri con agar nutritivo y se 
mantuvieron a 37°C hasta esporulación (120 h). Se cosechó el crecimiento obtenido con agua 
destilada estéril. La mezcla espora-cristal se lavó dos veces con agua destilada y se centrifugó a 
12,000 rpm durante 15 min. a 4"C. El paquete asi obtenido se resuspendío en 500 de H20 
estéril y se le determinó el contenido de proteína total por el método de Lowry el ai. De cada una 
de las cepas seleccionadas se tomaron 5 |il y se diluyeron en 195 |xl de agua destilada. En una 
solución alcalina de NajCOj al 2% y NaOH 0.1 N se solubilizaron los cristales en presencia de 
CuS04 y se agregó el reactivo de Folin diluido. Las muestras se reposaron por 30 min. y se 
cuantificó su contenido proteico al medir su absorbancia a 750 nm en un espectrofotometro. 
4. La purificación del cristal proteico. 
La mezcla de espora-cristales se obtuvo después de cinco días de incubación, al lavar el 
crecimiento obtenido con agua destilada. Por centrifugación se concentraron las mezclas, se 
lavaron con agua destilada y se centrifugaron 15 min. a 10,000 rpm dos veces. Los cristales se 
separaron de las esporas en un gradiente de Buffer de fosfatos y polietilenglicol, colectando la 
interfase. Los cristales asi obtenidos se conservaron en refrigeración a - 20aC hasta su 
utilización. 
Tabla 7. Características de los primers específicos 
Primer Secuencia Gen reconocido Talla del producto (pb) 
CJ14 
CJ15 
5'GGAACCAAGACGAACTATTGC 
51GGTTGAATGAACCCTACTCCC 
crylEa 147 
CJ14 
CJ15 
5'GGAACCAAGACGAACTATTGC 
5' GGTTG A ATGA ACCCTACTCCC 
cryIEb 147 
CJ1G 
CJ17 
5 TGAGG A ITCTCCAGTTTCTGC 
5' CGGTTAC.C AGCCGTATTTCG 
cryIF 177 
CJ16 
CJ17 
5'TGAGGATTCTCCAGTTTCTGC 
5'CGGTTACCAGCCGTATTrCG 
crylFa 177 
CJ16 
CJ17 
5' TGAGG ATTCTCCAGTTTCTGC 
T CGGTTACC AGCCGTATTTCG 
cryIFb 177 
CJ18 
CJ19 
5'ATATGGAGTGAATAGGGCG 
5'TGAACGGCGATTACATGC 
cryIG 235 
CJIIIcte22 
CJIIIA23 
.VCAATCCCAGTG'fTTACTTGGAC 
5' CCCCGTCTAAACTGAGTGT 
crylllA 285 
CJUlcte22 
CJÍIIB24 
5 * CAATCCCAGTGTTTACTTGGAC 
5'AACGAAAGATTCTGCTCC 
crylUB 285 
CJIIkt«22 
CJII1C25 
5' CAATCCCAGTGTTTACTTGGAC 
Í'CCTATTCTCTCA'ITITGACC 
cryHIC 535 
CJlllcte22 
CJIIlCg26 
5'CAATCCCAGTGTTTACTTGGAC 
5'AGTGGAGAGTTTACGGTAGCC 
Cry¡I!C-gaü 211 
CJIllcte22 
CJIIID27 
5'C A ATCCCAüTGTTT ACTTGGAC 
5'CGAAATACGAAATACTATGAG 
crylííD 312 
CJ1IIE28 
CJI1IE29 
5'TGACAAGTACTGGATTCTGCAA 
5'GTTGTTGATGAGGTTCCCCTT 
crylIIE 394 
la misma edad. Las condiciones ambientales del bioensayo fueron de 33aC y de 70 % de 
humedad relativa. La prueba se repitió tres veces. 
Los adultos se expusieron a la toxina por 30 días. Terminado este tiempo se contó el 
numero de adultos y larvas vivos o muertos. Se construyeron tablas de contingencia y los 
resultados se analizaron mediante X2. 
No se contaron larvas muertas debido a que por su tamaño pequeño no fue posible 
diferenciar las mudas de otras larvas. 
7. Perfil de plásraidos 
Las cepas seleccionadas se activaron en cajas de Petri con agar nutritivo durante 12 h, se 
tomó una colonia y se inocularon tubos con caldo nutritivo manteniéndose en agitación constante 
a 150 rpm a temperatura ambiente durante 20 h. 
Se cosechó el crecimiento celular por centrifugación a 12,000 rpm durante 2 minutos. El 
paquete celular se lavo dos veces con solución salina (NaCl 0.85%) y se resuspendió en 50 jal de 
lisozima. Se incubaron a 37°C durante 3 h, hasta la formación de protoplastos. 
Se prepararon geles de agarosa al 0.7 % y se colocaron en una cámara electroforetica 
vertical. Se agregaron 40 pl de la mezcla de SDS en cada uno de los carriles y se dejo reposar 
durante 20 min. Finalmente se agregaron los Usados celulares por debajo de la mezcla de SDS y 
se reposaron por 20 min. 
La electroforesis se desarrolló a corriente constante: 3 mA durante l h 45 min., Después a 
voltaje constante: 45 volts durante 50 min. y finalmente a 120 volts por espacio de 2 h. 
Los geles se tiñeron en una solución de bromuro de etidio al 0.3% y se observaron al 
transiluminador UV. Se incluyeron como controles las cepas HD73, Btt y GM-33. 
8. Resistencia a los antibióticos. 
Las cepas bajo estudio se activaron en caldo nutritivo durante la noche y se sembraron an 
agar nutritivo por extensión. Inmediatamente se colocaron scnsidiscos para Gram positivos y se 
incubaron 24 - 48 horas. Al observar el halo de inhibición se consideraron tres categorías: 
Resistentes, susceptibles y moderadamente resistentes. Los antibióticos y las dosis contra las que 
se probaron dichas cepas se presentan en la Tabla 8. 
Tabla 8. Productos y dosis probadas en la determinación de resistencia a los 
antibióticos 
Antibiótico Símbolo Dosis 
Ampicilina AM 10 ng 
Cefalotina CF 30 ng 
Cefotaxima CTX 30 pg 
Ccftazidima CAZ 30 pg 
Cefuroxima CXM 30 pg 
Die loxaci lina DC 1 Mg 
Eritromicina E 15 pg 
Gentamicina GE 10 ng 
Pefloxacina PEF 5 Mg 
Penicilina PE 10U 
Tetraciclina TE 30 Mg 
Trimetroprim 
Sulfametoxazol 
SXT 25 pg 
9. Determinación de la |3-exotoxina 
La producción de la P-exotoxina se realizó mediante el Procedimiento de Arévalo- Niño y 
Galán- Wong (1994). Las cepas HD1 y HD59 se utilizaron como control negativo y positivo 
respectivamente; GM-80, GM-83 y C-9 fueron las cepas a caracterizar. Todas ellas se activaron 
en agar nutritivo por 24 h a 37°C,y se inocularon 50 mi de caldo nutritivo con cada una de las 
mismas, manteniéndose en agitación a 150 rpm por 18 h. Posteriormente se tomaron 2 mi del 
inoculo respectivo y se transfirieron a 200 mi de medio de Conner y Hansen, Estos se incubaron 
en agitación rotatoria a 150 rpm durante 48 h a 37°C. El medio de cultivo se centrifugó a 10,000 
rpm por 30 m. Para obtener el sobrenadante, se esterilizó a 120°C por 15 minutos y filtrado en 
membranas Milipore® de 0.2 |¿m. Se tomaron 20 mi del sobrenadante, se concentró por 
evaporación y se precipitó con etanol. El precipitado obtenido se disolvió en agua destilada y se 
analizó espectrofotometricamente a 260 nm. Las lecturas de absorbancia se transformaron a 
concentración usando el coeficiente de extinción molar reportado por Sebesta et al. (1973) para 
esta determinación. 
RESULTADOS 
1. Aislamiento de las cepas de Bt 
Se visitaron las bodegas de los Almacenes Nacionales de Depósito S.A. (ANDSA) y 
bodegas rústicas de granos almacenados del noreste del Estado. En ellas se colectaron muestras 
de insectos muertos. A partir de estos se aislaron colonias de bacilos no esporulados, los cuales 
no fueron productoras de inclusiones cristalinas proteicas. 
2. Identificación de las cepas 
De la Colección Internacional de Bt que posee la Facultad de Ciencias Biológicas de la 
UANL se seleccionaron previamente cepas aisladas de granos almacenados y aquellas obtenidas 
de regiones semiáridas del norte de México, debido a que estas son condiciones que favorecen el 
ataque de Te y Os. Se inspeccionaron inicialmente 230 cepas, de las cuales 32 cumplieron con 
estos criterios. 
A través de PCR se determinó la presencia de genes cryIII en las cepas previamente 
seleccionadas y de colonias de bacilos no esporulados aisladas de insectos muertos de Tribolium 
castaneum. La amplificación del DNA se realizó con los primers generales para cryIII', el tamaño 
esperado de los productos de PCR fue de ca. 650 pb y concuerda con lo reportado por Cerón et 
al, 1995. 
La figura 2 muestra los resultados obtenidos de la amplificación del DNA. En esta 
reacción se incluyeron dos cepas como control negativo (carriles 9 y 10) y una cepa como control 
positivo (carril 11). El DNA bacteriano se obtuvo por un procedimiento de lisado rápido 
(ebullición de una asada de la colonia y resuspendida en 50 pl de agua) para permitir el análisis 
de diferentes muestras al mismo tiempo. Las diferencias en la intensidad de la banda se deben a 
que no se controló la cantidad de DNA templado que se incluyó en la reacción. Para evitar falsos 
positivos se realizó PCR al menos en dos ocasiones. La flecha indica la señal positiva a cryIII. 
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Figura 2. Amplificación del DNA de diferentes cepas de Bacillus thuringiensis 
Linea 1, GM-79; 2, GM-80; 3, GM-83; 4, JM-1; 5, JM-2; 6, C-9; 9. GM-78; IO.GM-43; ll.Btt. 
Diez cepas de Bt resultaron portadoras de genes cryll!. Todas las cepas fueron 
productoras de inclusiones cristalinas. La esporulación y producción del cristal proteico se inició 
después de 72 h y alcanzó su máximo a las 120 h. La forma del cristal insecticida de las cepas 
seleccionadas fue bipiramidal y cuadrado. No se encontraron genes tipo cryIII en los bacilos no 
esporulados. En la siguiente Tabla se describen las cepas de Bt que resultaron positivas a los 
genes tipo cryIII. 
Tabla 9. Cepas de Bacillus thuringiensis positivas a crylll. 
Cepa Tipo de cristal* Sero variedad Procedencia Aislada de 
GM-33 b monterrey Michoacán suelo 
GM-43 b mexicanensis Nuevo León suelo 
GM-68 b sotto Nuevo León granos 
GM-79 b (ohukuensls Coahuila granos 
GM-80 b tohokuensis Coahuila granos 
GM-83 b tochigiensis Coahuila granos 
JM-1 b n.i. Durango suelo 
JM-2 b n.i. Durango suelo 
C-9 c kumamotoensis Durango larvas muertas 
Btt c morrisoni Alemania larvas muertas 
* b= bipiramidal; c= cuadrado; n.i.= no identificado 
En general, el origen de tas cepas seleccionadas corresponde con los criterios establecidos 
al inicio de la investigación: procedentes de regiones áridas o semiáridas y aisladas en ambientes 
donde el control biológico se presenta en forma natural en los granos almacenados. De acuerdo 
con Markham (1992) el control biológico a través de enemigos naturales estará encaminado no 
para lograr un equilibrio permanente entre plaga y enemigo sino simplemente provocar una alta 
mortalidad en la plaga.. De esta forma las sepas seleccionadas constituyen un medio potencial y 
prometedor para el control de plagas en el almacén. 
Estas mismas cepas se sometieron a una segunda PCR utilizando los primers específicos 
descritos por Cerón y col. (1995). Sin embargo ninguna de estas cepas resultó positiva a esta 
reacción. Esto sugiere la existencia de nuevos tipos de genes crylll aún no descritos. 
3. La inmunodetección de proteínas CryIII 
El perfil de proteínas revela que todas las cepas sintetizan una proteína de ca. 130 kDa 
(Figura 3, panel A): Estas proteínas se transfirieron a un papel de nitrocelulosa para detectarse a 
través de los antisueros Cry3Aa y Cry7A. Los resultados muestran que ninguna de lasa cepas 
presentó reacción cruzada con estos antisueros. En el panel B se muestra la reacción cruzada solo 
con antiCry3Aa señalada por la flecha y en el panel C la reacción cruzada con antiCry7A. 
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Figura 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida e inmunodetección de los cristales proteicos de 
Bt tóxicos a coleópteros. Líneas 1 y 8 marcadores de talla molecular; 2, HD-73; 3, Btt; 
4, GM-33; 5, C9; 6, GM-80; 7, GM-83. 
4. Bioensayo 
Las cepas probadas fueron: GM-33, GM-43, GM-68, GM-79, GM-80, GM-83, JM-1, JM-
2, C-9 y un control donde no se agregó ninguna cepa. La cepa GM-43 se utilizó como control 
negativo. No se incluyó control positivo debido a que no se ha reportado cepa alguna tóxica 
contra este insecto. Desde el inicio del bioensayo se apreció el efecto tóxico de las cepas de Bt 
sobre el desarrollo de las larvas de Te. Este efecto se presentó a través del cambio de color y la 
reducción en su tamaño (Figura 4). 
Figura 4. Efecto detrimental de las cepas de Bt sobre el desarrollo de las larvas de Tribolium 
caslaneum. 
Los resultados del análisis de X2 para determinar los efectos de independencia de las 
cepas sobre la mortalidad de adultos y desarrollo de larvas se presentan en el apéndice. Estos 
resultados indican que el numero de larvas de Te en el bioensayo, depende de la cepas GM-80 y 
GM-83 y que este numero se reduce al incrementar el tiempo de exposición a la toxina. 
En la Figura 5 se presenta la mortalidad de T. Castaneum producto del efecto tóxico de las 
cepas. La prueba de independencia (X2) muestra que el numero de insectos muertos depende de 
las cepas GM-80, GM-83 y C-9. 
Ctrl 33 43 68 79 80 83 J M 1 J M 2 C 9 
Cepas de Bacillus thuringiensis 
Figura 5. Mortalidad de adultos de Tribolium castaneum por efecto de las cepas de Bt 
La siguiente Tabla muestra un resumen de la mortalidad encontrada en las cepas más 
prometedoras para el control de Te y Os. 
Tabla 10. Mortalidad efectiva'" de adultos de Tribolium castaneum (Te) y Oryzaephilus 
surinamensis (Os) por efecto de las cepas de Bacillus thuringiensis. 
Cepa Te C.V. Os C.V. 
GM-80 33 5.90 46 8.16 
GM-83 33 7.68 9 7.83 
,C-9 20 7.95 48 8.19 
* los valores corresponden al promedio de tres experimentos; C.V. Coeficiente de variación 
Todas las cepas seleccionadas tuvieron actividad tóxica contra T. Castaneum, con valores 
máximos de mortalidad del 33% para GM-80 y GM-83 y mínimos para C-9 con una mortalidad 
del 20%. Las cepas C9 y la GM-80 presentaron la mortalidad más alta para Os con valores del 48 
y 46% respectivamente. La cepa GM-83 presentó una mortalidad mínima del 9%. Estos 
resultados se sustentan en el coeficiente de variación obtenido en los bioensayos y superan a los 
reportados por Singh y Hori. 1979 quienes encontraron una mortalidad del 8% en Te con el uso 
de Bt. 
Existen otros reportes sobre el efecto de diferentes serotipos de Bt: aizawai, kurstaki, 
thuringiensis y soto comparado contra una mezcla de adultos de T. confusum. T. castaneum, y 
Callosobruchus chinensis; Los resultados muestran que todas las cepas bacterianas fueron 
efectivas contra adultos de C. chinensis, aplicados en polvo ó en suspensión y provocaron más 
del 90% de mortalidad en menos de 14 días, mientras que porcentajes variables y menores al 8% 
de mortalidad se registraron con adultos de Tribolium. La forma en polvo de las cepas bacterianas 
parece ser más efectiva en contra de los tres escarabajos (Singh y Hori. 1979). 
5. Per f i l de p l á smidos 
Las cepas de Bacillus thuringiensis presentaron diferentes perfiles de plásmidos. En la figura 6 se 
muestran dichos perfiles. 
GM-80 GM-83 C9 Bit GM33 HD7J 
Figura 6. Perfil de plásmidos de las cepas seleccionadas 
La cepa GM-80 presentó solamente un solo plásmido, la GM-83 dos y la C-9 tres, Btt cinco, GM-
33 cuatro y la cepa control HD-73 presentó cinco plásmidos. La flecha señal el DNA 
cromosoma!. 
6. Resistencia a los antibióticos. 
Las cepas seleccionadas se activaron en caldo nutritivo durante 18 h, para después tomar 
200 |¿1 y sembrar por extensión en caja de petri con agar nutritivo. Inmediatamente se colocaron 
los multidiscos para Gram +• y se incubaron durante 24 a 48 h a 37° C. Visualmente se evaluaron 
las zonas de inhibición de cada antibiótico. En la Tabla 11 se presentan los patrones de resistencia 
encontrados 
Tabla 11. Patrón de resistencia de Bacilius thurlngiensis a los antibióticos. 
Antibiótico Dosis GM-80 GM-83 C-9 Btt GM-33 HD-73 
Ampicilina 10 ^g + / - + / - - - + / - + / -
Ccfalotina 30 Hg + + + / - + + 
Cefotaxima 30 Hg + + + +/- + / - + 
Ceftazidima 30 Hg - - - - - -
Cefuroxima 30 ng + / - + / - - - + / - -
Dicloxacilina l Hg + + / - +/- - - +/-
Eritromicina 15 Hg + + + + + + 
Gentamicina 10 ^g + + + + + + 
Pefloxacina + + + + + + 
Penicilina 10 U + / - +/ - - - - + / -
Tetraciclina 30 ng + + + + + + 
Trimetroprim-sulfametoxazol 25 Hg - - - - -
+ Susceptible, -Resistente, +/- Moderadamente susceptible 
Las cepas Btt y GM-33 se incluyeron en esta prueba como control positivos y la HD73 
como control negativo. Las cepas GM-80 y GM-83 presentaron patrones de resistencia a los 
antibióticos similares. Ambas son resistentes a Ceftazidina (30pg) y a Trimetroprim-
sulfametoxazol (25 pg). Estas cepas fueron sensibles a Cefalotina, Cefotaxima, Dicloxacilina, 
Eritromicina, Gentamicina y Pefloxacina.. 
A diferencia de estas cepas, la C-9 presentó resistencia a la Ampicilina (10 pg), Ceftazidima (30 
pg), Cefuroxima (30 pg) y Penicilina (10 U). Dicha cepa fue susceptible a Cefotaxima, 
Eritromicina, Gentamicina, Pefloxacina y Tetraciclina 
7. Determinación de la P-exotoxina 
Se realizó un barrido de absorción de 250, 260 y 270 nm de los precipitados etanólicos 
obtenidos de los sobrenadantes de las cepas en estudio, encontrándose la máxima absorción a 260 
nm (Tabla 12). Esto concuerda con lo reportado por Arévalo y Galán (1994). La mayor absorción 
se presentó en la cepa HD59 incluida en la determinación como control positivo. La cepa HDl 
(control negativo) presentó menor lectura que el control donde se incluyó medio estéril. 
Tabla 12. Lecturas de absorbancia de ios precipitados etanólicos. 
Cepas 
Longitud de onda en nm 
250 260 270 
HD59c+ 2.1650 2.4550 1.9486 
HDl c- 1.1839 1.0459 0.9181 
Control 1.6714 1.6120 1.4779 
Btt 1.2453 1.0356 0.8515 
GM-80 1.6663 1.5752 1.4338 
GM-83 0.7660 0.7027 0.6278 
C-9 2.1909 1.9028 1.6435 
Las lecturas de absorbancia de los extractas de las cepas seleccionadas se compararon con 
aquellas obtenidas de los controles positivo y negativo, las lecturas de las cepas GM-80, GM-83 
y Btt fueron menores que el control negativo., con esto se demuestra que dichas cepas no 
producen p-exotoxina. La cepa C9 presentó una absorbancia muy cercana a la del control 
positivo. Se utilizó el coeficiente de extinción molar propuesto por Sebesta et al. (1973) para 
calcular la concentración de esta toxina; 0.167 mg/l correspondieron a la cepa HD59 y 0.1294 
mg/l para la cepa C9. 
Arevalo-Niflo en comunicación personal, establece que la producción de P-exotoxina 
puede variar según las condiciones en que se lleve a cabo el análisis, además del propio 
microorganismo en estudio. 
Con estos resultados se establece la posibilidad de utilizar las cepas GM-80, GM-83 y C-
9 como posibles medios de control biológico de Tribolium castaneum y Oryzaephilus 
surinamensis sin ningún nesgo para la salud humana. 
DISCUSION 
Se ha reportado el control de Baciüus ihuringiensis sobre algunos coleopteros como 
Leptinotarsa decemlimata (Donovan. 1988; Mac Intosh. 1990; Rupar. 1991; Zehnder. 1992) 
Diabrotica undecinpunctata (Rupar. 1991); Tenebrio molitor (Chilcott. 1993); Tribolium 
conjusum (Singh. 1979; Arthur. 1994); Tribolium castaneum (Singh. 1979), con diferentes 
valores de mortalidad debido a la variación en las condiciones experimentales en que se han 
conducido los bioensayos y a la diferencia entre especies de insectos. 
Las condiciones experimentales del bioensayo fueron definidas en primer orden, mediante 
la prueba de diferentes dietas para el insecto. La dieta que presentó el mayor numero de larvas y 
de adultos fue harina de trigo mas 5% de levadura de cerveza. Via. (1999) establece que el 
suministro de almidón y de proteina son esenciales para la multiplicación de Te y así evitar el 
canibalismo cuando los insectos se establezcan en un nuevo ambiente. 
La unidad experimental en la que se probó la toxicidad de las cepas fiie una caja de Petri 
que contenía 4 g de harina y 25 adultos. El análisis estadístico a través de X2 permitió sustentar el 
uso de dicha unidad y encontrar que la mortalidad y el desarrollo de larvas y adultos depende de 
las cepas probadas. Con estos resultados definimos un procedimiento estandarizado para el 
bioensayo. 
Debido a la estructura del bioensayo, la mortalidad se registró 15 días después de la 
aplicación de la mezcla espora-cristal, no obstante, es posible que el efecto tóxico se presentara 
en menor tiempo. Singh y Hori. 1979 registraron porcentajes variables de mortalidad con adultos 
de Tribolium en menos de 14 días y agregan que la forma en polvo de las cepas bacterianas 
parece ser más efectiva en contra del escarabajo, estos resultados son consistentes con los 
nuestros. 
De las 32 cepas seleccionadas inicialmente, nueve presentaron toxicidad contra Te y tres 
de ellas pueden utilizarse potencialmente para el control del gorgojo castaño de la harina; con una 
mortalidad del 33% para las cepas GM-80 y GM-83; del 20% para C9. Estas cepas provocaron 
una mortalidad sobre Os del 46, 9 y 48 % respectivamente. Es posible que al mezclar la toxina 
con estimulantes alimenticios el consumo de Bt pudiera elevar su efecto tóxico. Por otra parte 
existen reportes que a través de mutaciones en la estructura de las proteínas CryQI es posible 
incrementar su efecto tóxico sobre coleópteros, según lo reportaron Wu y col. en 1996 para 
Tenehrio molitor y Leptinotarsa decemlineata.. 
Por otra parte, se han controlado algunos coleópteros con diferentes cepas de Bt y se ban 
identificado según el serotipo flagelar como thuringiensis, aizawai, kurstaki y soto (Singh. 1979); 
tenebrionis (Krieg et ai, 1983); san diego (Herrnstadt et al., 1986); tholworthi (Sick et al., 1990; 
Rupar et al., 1991); morrisoni (Rahardja. 1995) kumamotoensis (Rupar et ai, 1991) Las 
serovariedades a las que pertenecen las cepas seleccionadas en este trabajo son kumamotoensis 
(C-9), tohokuensls (GM-80) y tochihlensis (GM-83). 
Los resultados muestran que las cepas seleccionadas en este trabajo portan genes que 
pertenecen a la familia cryIU pero no corresponden con ninguno de los genes específicos 
descritos por Cerón y col. (1995). Estos resultados indican la presencia de cepas que pueden 
portar potencialmcnte nuevas proteínas Cry, y que constituyen una alternativa potencial para el 
control químico de plagas en harina sin peligro al medio ambiente y para la salud humana. 
CONCLUSIONES 
Los productos de esta investigación permiten establecer las siguientes conclusiones: 
1. Se definió un procedimiento estandarizado para evaluar la toxicidad de Bt sobre 
coleópteros como Te y Os. 
2. Las cepas GM-43, GM-68, GM-79, GM-80, GM-83, JM-1, JM-2 y C9 portan genes que 
pertenecen a la familia crylH pero no corresponden con ninguno de los genes específicos 
descritos. 
3. Las cepas GM-80, GM-83 y C-9 son tóxicas para Tribolium castaneum y Oryzaephilus 
surinamensis. 
4. Las cepas GM-80, GM-83 y C-9 pueden portar potencialmente nuevas proteínas Cry, que 
constituyen una alternativa potencial al control químico de plagas en harina sin peligro al 
medio ambiente y para la salud humana. 
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APENDICE A 
Tablas de contingencia obtenidas en el análisis de X2 
Tablas de contingencia obtenidas en el análisis de X 2 . Las tablas se presentan de acuerdo a las 
preguntas planteadas para valorar el efecto de las cepas de Bt. 
¿ El numero de larvas depende de la cepa de Bt presente en la dieta? 
15 días 30 dias 
Cepa a X a 
GM-33 1.045 N.S. 5.498 * 
GM-43 2.175 N.S. 1.816 N.S. 
GM-68 0.010 N.S. 0.837 N.S. 
GM-79 1.233 N.S, 0.158 N.S. 
GM-80 5.775 * 2.326 N.S. 
GM-83 4.676 * 1.043 N.S. 
JM1 1.724 N.S. 0.018 N.S. 
JM2 0.760 N.S. 1.962 N.S. 
C9 3.402 N.S. 0.722 N.S, 
15 y 30 días de exposición a 500 pg de toxina/g de dieta 
¿ El numero de insectos muertos depende de la toxina presente en cada cepa? 
Cepa X¿ o 
GM-33 0.285 N.S. 
GM-43 1.009 N.S. 
GM-68 0.038 N.S. 
GM-79 0.007 N.S. 
GM-80 6.350 * * 
GM-83 6.457 
JM-1 0.130 N.S. 
JM-2 2.975 N.S. 
C-9 3.046 * 
¿El numero de larvas se reduce al incrementar el tiempo de exposición del insecto a la toxina? 
Cepa X 0 
GM-33 19.937 * * 
GM-43 2.201 N.S. 
GM-68 0.399 N.S. 
GM-79 0.522 N.S. 
GM-80 1.420 N.S. 
GM-83 18.026 * * 
JM-1 0.045 N.S. 
JM-2 8.120 * • 
C-9 0.652 N.S. 
¿El numero de adultos emergidos depende de la cepa presente en la dieta? 
Cepa X' a 
GM-33 0.326 N.S, 
GM-43 0.957 N.S. 
GM-68 0.020 N.S. 
GM-79 0.189 N.S. 
GM-80 0.812 N.S. 
GM-83 0,606 N.S. 
JM-1 3.514 N.S. 
JM-2 12.716 * * 
C-9 3.164 N.S. 
APENDICE B 
Artículos generados a partir de esta investigación: 
1. Isolation y Characterization of Mexican Bacillus thuringiensis toxic against Tribolium 
castaneum (Herbst) and Oryzaephilus Surinamensis (L). Publicado en Biotechnology of 
Bacillus thuringiensis. Vol. 3. The 3rd Pacific Rim Conference on Biotechnology of 
Bacillus thuringiensis. 1999. Beijin, China. 
2. Isolation y Characterization of Mexican Bacillus thuringiensis toxic against the red flour 
beetle Tribolium castaneum (Herbst) and Oryzaephilus Surinamensis (L.). Sometido para 
su publicación en Food Control. 
3. El cultivo de Tribolium castaneum (Herbst) (Coleóptera: Tenebrionidae) bajo condiciones 
de laboratorio. Sometido para su publicación en Ciencia Universitaria. 
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Isolation and Characterization of Mexican Bacillus 
thuringiensis Strains Toxic against Tribolium eastaneum 
(Herbst) and Oryzaephilus surinamensis ( L . ) 
Benito Percjra-Alfcrez', Ernesto Sanchez-Alejo1, Alfonso C. Floiw-Gucti»1, 
M«rui M. bacheta-Cardenas1, Luis J. Galan-Wong1, [ilia Moralo-Rjmoe1 > 
Huga Luna-Ulvera1, Cristina Rodriguez-Pachlla', Hiram Mednao-Raldan3, 
Kariushka Arev&lo-Nior1 and Reyee Tanez-Guetre1 
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Abstract: We iaolsied En» dab ud soil fan granaries, several Boaliui ttariagfcnni < Bt) attain» 
«hanng putative genes encoding (at Cry toxi re activee «gam* beetle«. The relative efficacy of mix apore-
ciyatali of four «mir« m determined ipinl the «are pain peal Tribobinn owmm (Heattf) and 
Orymeptuiui tainmmM (L). Th»e Bt Krai®. nested GM-33, GM-80 and C9, lyndiwiiid inaecd-
cidal crystal pntcim (ICP) differing, «I leaal, 44% mortality againat O.wwwbim after 8 tkyai 
trrwevCT, activity against T. caHanmum w oat jwwl . In tic other hnitU rtrain, key UM-
83, Idl] over 20% of T.auurman. DM« A strains were charaMetind far their flayII» serotype, cry 
igene-type, 0-exotoxin production and imecticidal crystal protem moleeuUr »«sighi. Saotyping raaulti 
showed thai GM-33 n BCTorar. moniajvj. GM-80 uMaava, C9 hinmutaow and GM-S3 ia 
tochihterju. In order to know the putsdve p^ ne-type, PCR baaed-experiinenti wen earned cut by «ng 
general and specific prima» for ayl and <rfUl (Cawi « «J., 199S. Appl. Environ. Microbial. 61: 
3826- 3831). All Mrau* ahared aj3 <k <rj7 gens, GM-33, GM-80 aid GM-R3 aaplifyu« with 
crjlA, but C9 ptv «fr»l only with general primen. None Bt atrsna «• paafem fa ^ezatavi. 
All straim ayrthewed an ICP of a . kDa and when they wen innunbtalcd oo <ne croua reacted 
with polyclonal and Ciy3As but all ICP, gave poeitm agml with an polyclonal aiiiaua r^ aad ognnat ICP 
Ertan GM-33. 
INTRODUCTION 
Biopesticides baaed on the bacterium Bacillus thuringieruu (Bt) currently me being used as 
safe alternatives to chemical insecticides. The eiuatnopelbogenic activity of this bacterium is princi-
pally due to the presence of piWeinaceow inclusions composed by one or several inaecticidal crystal 
proteins (ICP) or Ciy proteiie. This proteins have been classified in 45 serotypes and 58 aerovan 
and their host range -determined (Bravo etol., 1998). Baaed on their biological activity, there are 
toxins specific against the Lepidopleran, Coleopteran and Dipteran insect-orden and, recently activ-
ity against nematode«, platyhelminihes and ecari was demonstrated (Feitelson, 1993). Many Cry 
protein) genes have been cloned, sequenced and named cjj «id cyi genes. Early gene classifica-
tion named the Ciy proteins specific to lepidopteren as cry! and those specific to coleopteran as cryi-
11 (Hofte and Whileley, 1989), However, revised nomenclature placed the toxin active against 
coleopteran insects into cry3, cry7 and ctj8 graips. To date, over 100 ay gene aequo*» have 
> 
Cvreqxndacs; Dr. Bcnitt Psern-Alfcnc Adtou: Oubfa 1012. Cdonw. B Krf^ io U Seckr. San rScol» (ke 
k»G«a. N.L.Moocc. 0P.4643Q * 
Ft*-. (338)176-2813 
E-ottl; bperrrr»®ocr. da. laal. « 
been clawiOed io 22 groups ami several subgroups «ridi regard to their amino acid homology 
( Schnepf et al., 199S*. In apile the great variability of Cry proteins, it is still neoeesary to t e m è 
for moie tosine, sinoe a significant number of pest are not controlled with the available Cry proteins 
( Bravo e t o i . , 1998). Several countries have been developed intensive screening program in otti» 
to isolate Bt strains displaying biological activity against some insects considered as wont pest • 
store grains n e h as the sawtoothed grain beetle ( OrymepiùLui jurinnrmiis ) and red flour beetle 
( Triboiiwn autaneum). At this rmnem we have not information about succosa resulto Bt w » 
late* displaying toxicity against above pesta. In this study, we report the isolation and characterisa-
tion <jt four Bt strains displaying Umcity against the both insects. 
MATERIALS AND METHODS 
« 
Sample coUecttoa and bacterial botetkn 
Sernptes were collected from dusts and soils of granuy in Sonora and Chihuahua states located 
at north of Mesco. Bacteria isolation were carrwd out a reported by Kim et ai. ( 1998). Typical 
Bt colonies were examined under a phase-contrast microcopy for the presenoe of pomperai indù-
SMOS. Bt strains woe maintained on nutrient agv at until use. 
Sample preparation and PCR 
We decide to introduce, as internal control, fit HD-73 (CrylAc) and Bt war. Unebrionù 
(Cry3Aa) in all experiments. Bt strains were grown for 12 h on s nutrient medim plate. A loop 
of cells was transferred to microfuge 0.5 ml tube containing 0 .1 olof bidisulled sterile water and 
vortexed vigorously. The mixture waa boiling for 10 min to lyse the cells. The resulting cell Lysaie 
w s briefly centrifuged in a Eppendorf model 5415C centrifuge. Supernatant, 35 /¿l, were used as 
DNA sample for PGR. DNA salification was done in a thermal cyder (Perltin-Elmar model 5400 
Cetue, USA) by using conditions as well as the general and specific primers for cryi and errili (old 
classification) according Co Ceron et a l . , 1995. After amplificati on, 7 pi samples frwn each PCR 
mixtures wen electrophoresed on a 2.5% agarose gel in Tris-acetate-buffer at 100 V far 40 min and 
stained with ethidium bnankle. 
Protein ekctropboress and haminodetecdoa 
A strains were grown an nutrient a ^ r platee and incubated at 30*0 until total sponilaOon. 
The spore-crystal mixtures w«re wnafeireJ to 1.5 ml tubes and thoroughly washed three times with 1 
mi ottridiatiUed water. Protein analysis was done by sodium dodecyl sulfate polyactylanbde gel doc-
troffomia (SDS-PAGE) with 10% gels in a dual mighty small chamber (Koeffer). One gel w » 
stained with Coomase and an identical gel was electrwranaferred to nitiooelluk«« membrane. ICP 
iuanunodetection was carried out essentially ss reported elsewhere (Ssmbtook et ai., 1989) by us-
ing different polyclonal antisera raised in rabbits against purified ICP of Cry3Aa, CM-33, and tryp-
sin-activated toxic fi»pn«nt cf CrylAc. ftnaphatee alkaline-conjugated gpat anti-rabbil immuno-
globulin (l/lOOOi Sigma) was used as aecondary antibody, positive reaction were visualised with 
NBT and BOP as substrates. 
Phjtein detaiiriuation n l ^autonlii production 
Protein oonwntwtica were determined by the method of Lowiy (1976) using bovine senni al-
bumin as standard. (3-exotnxin productka» was detected by Arevalo-Nino and Galan-Woog method 
(1994). 
Ionct bkmaajv 
Bt isolates were grown gn a nutrient agar plates at 30*C for5 day» rntil total apwulation. Test 
for toxicity to leptdcpteran JHchoplusut ni (Hiibnar) and fMiothii vimcew (Fabricius) were con-
ducted according Calan-Wcog # < t l . , 1994, and for coieopteran insects tbe bioasaays were ccaidud-
ed in a email begs (5) containing a mix of spore-crystals (500 pg/g diet) with 0 .5 g of (hied wheat 
flour. Each bag, waa infested with 5 adults of the heetles 7\ oaatarmm (TC) and 0. sunnammat 
(OS). The mortality was scored after 8 days. Bwaesays were earned out by triplicate. 
RESULTS 
We collected samples of 5 granaries and we can be able to isolate 200 Bt oolonies. Most sam-
ples were taken from very dry places and around one we observed several store grain pests such m 
Sucpfuha sp. and many adults of TC and OS. Isolates wuu subject to nncroeoopic examination aitd-
PCR in order to know the cry type genes. DNA amplification was carried out with general and spe-
cific primes to cry/// ^ n a and we selected only those isolates positives for putative ICP specific 
against coieopteran imects (data not shown). These isolates are identified with tbe key C9, GM-
33, GM-80 and GM-83. 
The results of SDS-PAGE reveals that all attains synthesis a protein of ca. 130kDa ( f i g . l A ) 
and when they were electrotnnsferred to nitrocellulose, immunodetection reveled that they not croee-
reacted neither with aiitisera against Cry3Aa mr and GM-33 (Fig.IB and 1C). 
Tbe taocity evaluation showed that none isolate, except HD-3, were tone ap imt lepidoptetau 
tested. Results with beetles showed thai only GM-83 could be considered toxic to TC and C9 had a 
weak effect. However, when these strains were tested with OS, three isolates C9, CM-33 and GM-
80 killed over 40% (Table 1) . None isolated were positive for P-exotoxin production (data not 
shown). Strains were characterized for their H serotype and results show that GM-33 is aerovar. 
memtenry, CM-80 tohokucwu, C9 kumamotoenrit and GM-83 is tochihiaws. 
1 IBnaasays of flaJhr *wii*jaab strahw agta* *TfctT*Jaa » J tMfcwuteiM* 
9nlw Iiykli,|««pi C u t w y 
T.M H.mmomt TC OS 
Morality (•») 
C9 - 3D 48 
CM-33 - - 3 44 
GM-BO 46 
GM-83 33 9 
HD-73 ' 1 0 0 100 1 t 
- - 36 
Cottvl - - 2 1 
* McrWitj a iipwiij «* n a of "¡p"^- apeoaxra*. 
b A m. mndnma . 
Fig. 1 SDS-PAGE and immunodetection of 
ICP from Bt toxic to ckoptenm 
Lanes: 1 and 8, Molecular weight markets; 2, HD-73; 
3 . Btt-, 4 , CM-33 ; 5 . C 9 ; 6, GM-80 j 7 , CM-83 . 
DISCUSSION 
Currently, Bt isolates carrying ICP suspect to be toxic to coleopteran a re tested against Lepti-
notana decemlineata (Colorado potato beetle) (McPhereon et al., 1 9 8 8 ) . Hiis beetle has been 
controlled by different Bt strains belongs to different flagellar serovar. , such as morrisoni, tolwor-
thi and kumunotoensis (Rupar et al. , 1 9 9 1 ) . Although ICP from var. lenebnonu and son diego 
(serovar. morrisoni) have been tested against several beetles, their activity is only marginal and 
several toxicity results were not reproducible ( Bauer, 1992; Macintosh et al., 1 9 9 0 ) . A signifi-
cant finding of this research is the discovery that three isolates from Mexican samples were toxic to 
OS and one for TC, two coleopteran not controlled for several beetle-specific strains reported before 
such as Bt var. son diego against to TC (Hermstadt et al., 1986) . H i e biological activity of Bt 
ICP against coleopteran insects are , currendy represented by isolates encoding for ICP around 70 
k_Da such as Bt var. son diego, tenebrionis (Hermstadt et al., 1986; McPhereon et al., 1 9 8 8 ) ; 
and another (Rupar et al. , 1991) , but there a re a Cry toxin with a molecular weight c a . 130 kDa 
toxic to coleopteran. Our results are agree with those reported for strains known as CrytllC (formally 
C r y ? A ) . Immunodetection results showed that ICP from our strains are not related neither Btt nor 
tJrai, becojK aidwn raised (»1-33 not crow-reacted apuM my, srapt itself [CP A-
• ttat »train« belonging another flagellar serotype* could be toxic to be-
25 i ' J?_ . " GM-BQ UiMueniu and GM-83 ia todufumw. b unporum 
Highlighted that CM-33 ia considered as holotype strain for this H group. This one u the thud aero-
t )^»0 la tod by our group, the fir« was serotype H-24 ( n n l c n e w ) (Rodriguez-PidiUa « , 
lVWJ; and another was serovar. mexkaneiuij (Lecadet, 1994). 
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Isolation y Characterization of Mexican Bacillus thuringiensis 
toxic against the red flour beetle Tribolium castaneum (Herbst) 
and Oryzaephilus Surinamensis (L.). 
E. J. Sánchez- Alejo1; L. J. Galán- Wong; B. Pereyra- Alférez 
Departamento de Microbiología Industrial y del Suelo; Laboratorio de Biología Molecular y 
Genética de Microorganismos. Facultad de Ciencias Biológicas. Universidad Autónoma de 
Nuevo León 
Abstract 
The flour plagues are mainly composed by the flour red weevil, confuse beetle and the cereal's 
moth, this insects diminish the products quality giving it a bad odor and the presence of larvae 
and insects fragments: In this work we found three potential strains for the control of Tribolium 
castaneum and we have characterized them through the proteic profile, p-exotoxin production 
and insecticidal activity. The results show that the strains C9, GM80 and GM83 carry the gen 
cry III which codifies a protoxina from c.a. 130 kDa and do not produce ^-exotoxin. 
Key Words: Flour, Beetle, Bacillus thuringiensis 
In the industrialized countries, 20% of the agricultural products are destroyed by warehouse 
plagues, in third word nations these wastes can be in orders of 80% or more. The plagues in the 
stored foods belong mainly to two orders: Choleoptera (beetles and weevils) and Lepidoptera 
(moths).In the flour, the invaders are; the flour red weevil, confuse beetle and cereal moth. 
1 «-nuil: ernsanchez@infosel.net.mx 
The employment of chemical pesticides carries a high risk for the personnel and the ecosystem; 
as a result of this, the employment of biopesticides has grown as a safe alternative for the control 
of this kind of plagues (U.S. EPA, 1997) 
An example of this is Bacillus Ihuringiensis (Bt), whose insecticidal activity is due to a 
paraesporal crystal of proteic nature called 6- endotoxina or protein cryXSH, which is toxic 
specifically against Lepidopters, Dipters and Coleopters likewise against Mites, nematodes and 
platelmints ( Feitelson, 1993 
Since 1993, some varieties of Bt are being employed forcholeopter control in potato and tomato 
cultives (Tenebrio molitor and Leptinotarsa decemlineata). 
In this work we found out three potential stains for controlling Tribolium castaneum in flour, the 
characterization of them has been through the proteic profile, p- exotoxin production and 
insecticidal activity. 
Results show that strains C9, GM 80 and GM 83 carry the gen cry III which codifies a protoxina 
of c.a. 130 KDa, toxic for the Tc and that don't produce P- exotoxin. 
Materials and methods 
Selection of Bt strains 
We selected Bacillus thuringiensis strains that came from the semi-arid regions of Mexico and 
from stored grains, all of them belonging to the International Collection of the Department of 
Microbiology and Immunology of the Faculty of Biologic sciences of the UANL. 
The strains of Bt were cultivated in Petri dishes during 12-16 Hrs, and then the samples taken 
from any colony were boiled during 10 minutes in 100 fil of H2O to lice the cells. Then they were 
centrifuged during 10 seconds to 10 000 ipm and 15 mil were taken from the overswimming to 
prepare the PCR. The general initiators for crylll were used. The amplification of DNA was 
made in a thennocycler model: Perkin-Elmer model 5400 Cetus. The reaction was made in a 
cycle of 2 min. to 95 °C, followed by 30 cycles that consisted of Imin to 95°C for the 
denaturalization, 1 min 48°C for the alignment, 1 min to 72°C for the extoision and a last cycle 
of extension of 1 min to 72 °C, From reaction products 15 jd were taken and a electrophoresis in a 
gel of agarose to 3% at 250 v was run Tris-Borato buffer to 250 v during 30 to 35 min. Finally 
they were dyed with bromide of etidio and 300 nm was observed in UV transiluminator to 300 
nm. (Cerón at al, 1995). 
Toxin quantification 
Each one of the selected strains, were seeded in Petri dishes with nutritive agar and they were 
maintained to 37°C until esporulation (120 Hrs). The growth obtained with sterile distilled water 
was harvested. The mixture espora-crystal was washed twice with distilled water and was 
centrifuged to 12,000 rpm during 15 min to 4°C. The package thus obtained re-suspended in 500 
Hi of sterile H2O and the determination of total protein content was carried out by the method of 
Lowry et al. (1951) From each one of the selected strains 5 were taken and they were diluted 
in 195 }xl of distilled water. In an alkaline solution of Na2C03 to 2% andNaOHO.l N the crystals 
were soluble in the presence of CUSO4 and the reagent of diluted Folin was added. The samples 
were settled by 30 min, and their protein content was quantified when measuring its absorption to 
750 nm in an spectrophotometer. 
The Bioassay 
The design of the bioassay included modifications to the toxicity tests reported about Tribolium 
castaneum by Via. 1991, 1999; Hagstrum et al. 1998; Liu and Ho 1999. The toxic activity of the 
strains was proven in Petri dishes with 4 g of wheat sterile flour plus 5% of brewer's yeast as diet 
in each one of them. The mixture spore-crystal recovered in starch o f maize. They were applied 
to 500 and 300 fig of toxin g'1 of diet in the first and second bio-essay, respectively. Each strain 
was proved on 100 insects of Tribolium castaneum, distributed in 4 boxes with 25 adults of the 
same age. The environmental conditions of the bioessay were of 33°C and 70 % of relative 
humidity, the adults were exposed to the toxin for 15 days, and then retired by means of a sieve 
were adults dead and alive were counted, in addition to alive larvae. Dead larvae were not 
counted because by their small size it was not possible to differentiate the dumb ones from other 
larvae. The adults and larvae were placed separately in other Petri dishes with new toxin to be 
exposed for 15 days. Finally they were counted: Number of adults alive and dead, and number of 
larvae, from where they had being placed only adults and from where initially were placed just 
alive larvae. Contingency tables were constructed and the results were analyzed by means of X2. 
Determination of the p-exotoxin 
The production of the p-exotoxin was made by means of the procedure of Arevalo-Niño and 
Galán-Wong, 1994. The strains were activated in nutritive agar by 24 h to 37°C and 50 ml 
inoculated of nutritive broth with each one of them, maintained in agitation to 150 rpm for 18 h. 
Afterwards, 2 ml of the respective inoculate was taken and they were transferred to 200 ml of 
media from Conner and Hansen. These were incubated in rotatory agitation to 150 rpm during 48 
h to 37°C. The culture media were centrifuged to 10,000 RPM during 30'. To obtain the 
overswimming, the culture was sterilized to 120°C per minutes and filtrate to Milipore® 
membrane of 0.2 mm. Twenty mL were taken from the overswimming, it was concentrated by 
evaporation and precipitated with ethanol. The obtained precipitated was dissolved in distilled 
water and analyzed spectrophotometrically to 260 nm. 
The purification of the protein crystal 
The spore-crystal mixture was obtained after five days of incubation, when washing the growth 
obtained with distilled water. By centrifugation the mixtures were concentrated, they were 
washed with distilled water and were centrifuged 15 min. to 10,000 rpm twice. The crystals 
separated of the spores in the interphase of a phosphates buffer and polietilenglicol. The crystals 
obtained this way were conserved in refrigeration to -20°C until their use. 
The immunodetection of Crylll proteins 
The purified crystals were put under SDS-PAGE to 10% (Smith 1984). These gels were run by 
duplicate in Hoeffer cameras. A gel was stained with blue of Coomasie and the other gel was 
transferred to nitrocellulose membranes. The immunodetection of proteins was made using 
different polyclonal antisera raised in rabbits against purified crystal protein of Cry3Aa, GM33 
and trypsin-activated fragment of CrylAc. (Sambrook et aL, 1989). Phosphatase alkaline-
conjugated goat anti-rabbit inmunoglobulin (1/1000; Sigma) was used as secondary antibody, 
positive reaction were visualized with NBT and BCIP as substrates. 
RESULTS 
Selection of Bt strains harboring genes crylll 
Through PCR the presence of genes crylll was determined in strains of our collection of Bt and 
colonies of isolated nonesporulated bacilli of insects died of Tribolium castaneum. The 
amplification of the DNA was made with general primers for crylll; the waited for size of PCR 
products was of ca. 650 pb and agrees with reported by Cerôn et. al. 1995 Figure 1. Ten strains of 
Bt were carrying from genes crylll. All the strains are producers of crystalline inclusions. The 
sporulation and production of the protein crystal begins after 72 and reaches its maximum to 
120h. the form of the insecticide crystal of the selected strains was bi-pyramidal and square only 
in the strain C9. Genes type crylll had not being found in the nonsporulated bacilli. 
Strains were characterized for their H serotype and results show that C9 is serovar. 
Kumamotoensis, GM80 tohokuensis and GM83 tochihiensis. 
Bioassays 
The found percentage of mortality is in Table 1. Contingency tables were constructed. The 
results were analyzed by means of X2. The strains that significantly limit the development of 
larvae towards adults were the GM79, GM83 and C9. The insecticide power was greater and 
statistically significant in the stocks GM80, GM83 and C9. However, when these strains were 
tested with Oryzaephilus surinamensis (L), three strains C9, GM33 y GM80 killed over 40 
percent. 
Although the percentage of mortality is low, it is worth noting that the PCR technique is effective 
to detect those stocks with toxic activity against Tc and that it is possible to increase this value 
until acceptable commercial levels when there are other attractive supports of the toxin for the 
insect. Carozzi and col. (1991) conclude that the predicted insecticide activity through PCR 
corresponds with that found in the bioessays. On the other hand Singh and Hon (1979) found a 
variable percentage of mortality in adults of Tc and they argue additionally that the powder form 
of the bacterial strains seem to be more effective against coleopters. 
Determination of the p-exotoxin. 
The absorption spectrum of the originating ethanol precipitated ones of the strains, GM-
80, GM-83 and C-9 with those obtained of stock HD59 (positive control) and HD1 (negative 
control) were compared by means of a sweeping to 250, 260, 270 nm, and as an adjustment 
negative control, distilled water was used. In the three cases maximum absorption appeared to 
250 nm. The positive control (HD59) presented the highest value; the stocks Btt, GM-80, GM-83 
and C-9 presented lower values than the target and that the negative control (HD1). The results 
show production of p-exotoxin in stock HD53 and agree well those reported by Arevalo and 
Galán in 1994. According to the results obtained, the stocks Btt, GM80, GM83 and C9 do not 
produce p-exotoxin, which may allows its use as possible agents of biological control of insects 
without risk to human health. 
Electrophoresis and inmunodetection 
The results (Figure 2) show that all the selected strains synthesize a protein of c.a. 130 
kDa. When these were electro-transferred to nitrocellulose membranes, inmunodetection revealed 
that they not cross-reacted neither with antisera against Cry3Aa nor anti GM33. 
DISCUSSION 
They are some reports of the control that Bacillus thuringiensis exert over some kind of 
coleopters like Leptinotarsa decemlineata (Donovan 1988, Mac Intosh 1990, Rupar 1991, 
Zehnder 1992); Diabrotica undecinpunctata (Rupar 1991), Tenebrio molitor (Chilcott 
\993);Tribolium confusum (Singh 1979,Arthur 1994); Tribolium castaneum (Singh 1979), with 
different mortality rates due to the variation in the experimental conditions in which the bioassays 
are being conducted and the differences among the insects species. 
In this work we reported three strains that can be potentially used to control the flours red weevil, 
with a mortality of 33 % for the strains GM-80 and GM-83; and 20 % for the strain C-9, 
although, the toxins mixture with alimentary stimulants to increase the consume of Bt, could 
increase its toxic effect. By other side, there exist reports related with the employment of 
mutations in the Crylll protein structure, with the possibility to increase it toxic effect over 
cholopters like Tenebrio molitor and Leptinotarsa decemlineata (Wu et al. 1996). 
Due to the bioessay design, the mortality was registered 15 days after the application of the 
mixture spore-crystal, although, it is possible that the toxic effect were present in a shorter time. 
Singh and Hori (1979), registered variable percentages of mortality with Tribolium adults in less 
than 14 days and established that the powder form of the bacterial strains seems to be more 
effective against the beetle, this results are consistent with ours. 
Some kinds of Coleopters are being controlled with different stains of Bt and are being identified 
according with the flagellar serotype like thuringiensis, aizawai, kurstaki, and soto (Singh 1979); 
tenebrionis (Krieg et al. 1983); san diego (Herrnstadt et al. 1986); tholworthi (Sick et al. 1990, 
Rupar et al. 1991); morrisoni (Rahrdja 1995); kumamotoensis (Rupar et al 1991). 
The serotypes to whom the selected strains in this work belong are, kumamotoensis,(C-9), 
tohokuensis (GM-80) and tochihiensis (GM 83). 
The results show that the selected strains in this work carry genes that belong to the family cryin 
but do not correspond to anyone of the specific genes described by Cerón et al 1995. These 
results show the presence of strains that can carry potentially new cry proteins and constitute a 
potential alternative for the biologic control of flour plagues without risk for the ecosystem and 
human health. 
Conclusions: 
• By means of the use of general primers for the gene cry III the strains GM-80, GM-
83 and C-9 were selected. Using specific primers to identify the genes of the 
family crylll, none of these strains presented positive reaction to the PCR. 
• The strains that significantly limit the development of larvae towards adulthood 
were the GM-79, GM-83 and C-9. The insecticide power was greater and 
statistically significant in the strains GM-80, GM-83 and C-9. 
• The strains selected do not produce P-exotoxin, which allows its possible use as 
agents of biological control of insects. 
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Table 1. Mortality* of Tribolium castaneum (Tc) and Oryzaephilus surinamensis (Os) 
Bacillus thuringiensis strains. 
Cepa Tc C.V. Os C.V. 
GM-80 33 5.90 46 8.16 
GM-83 33 7.68 9 7.83 
C-9 20 7.95 48 8.19 
* means o f three bioassays; C.V. Coeficient o f variation 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Figure 1. PCR results of several strains of Bacillus thuringiensis 
Line I, GM-79; 2. GM-80; 3, GM-83; 4, JM-I; 5. JM-2; 6. C-9; 9. GM-78; 10. GM-43; 11. Btt. 
Figure 3. SDS-PAGE of cristal proteins of Bt. Lines 1 y 8 molecular markers; 2, HD-73; 3, Btt; 
4, GM-33; 5, C9; 6, GM-80; 7, GM-83. 
El cultivo de Tribolium castaneum (Herbst) (Coleóptera: 
Tenebrionidae) bajo condiciones de laboratorio 
E. J. Sánchez- Alejo1; L. J. Galán- Wong; B. Pereyra- Alférez 
Departamento de Microbiología Industrial y del Suelo; Laboratorio de Biología Molecular y 
Genética de Microorganismos. Facultad de Ciencias Biológicas. Universidad Autónoma de 
Nuevo León 
Un Insectario, es un lugar determinado en el que se crían insectos en condiciones controladas o 
de cautividad, las formas, tamaños y usos son muy variados y tiene como objetivo producir un 
gran numero de insectos de alta calidad para la investigación, extensión y educación. El 
Insectario también proporciona facilidades para criar colonias de insectos para proyectos 
individuales en el área de entomología, toxicología y bioquímica. 
El objetivo de este trabajo fue establecer una colonia de Tribolium castaneum para producir 
larvas y adultos que fueron utilizados en bioensayos para probar la efectividad de Bacillus 
thuringiensis como bioinsecticida. 
Importancia de Tribolium castaneum en los alimentos almacenados 
Muchos de los productos alimenticios secos contienen huevecillos de insectos plaga. Entre ellas 
Tribolium castaneum es de gran importancia, debido a que es común encontrarlo en granos secos 
y en productos alimenticios almacenados, particularmente cereales procesados como la harina, 
mezcla para pasteles, galletas, alimento para mascotas y especies. Otros artículos frecuentemente 
infestados son el chocolate, nueces y semillas, incluidas la granóla y alimento para pájaros. En 
los alimentos almacenados es difícil apreciar a simple vista huevecillos y larvas de insectos, sin 
embargo si estos productos se almacenan mas de cuarenta días es fácil encontrar la presencia de 
adultos. 
Es posible confundir a Tribolium castaneum con Tribolium confusum, no obstante existen 
algunas diferencias morfológicas y de comportamiento que permiten distinguirlos 
El gorgojo castaño de ia harina {Tribolium castant¡um)y el gorgojo confuso de la harina 
(Tribolium confusum)son muy similares en apariencia y hábitos. Los adultos de este último 
presentan las antenas gradualmente elongadas y terminadas en punta; las antenas del gorgojo 
castaño de la harina presentan los últimos tres segmentos abruptamente mas grandes. T confusum 
no puede volar pero T castaneum si lo hace 
La presencia de estos insectos o fragmentos de ellos determina una mala calidad del producto y la 
consecuente penalización sobre el precio, en el mejor de los casos. La norma oficial mexicana 
establece que en harinas la presencia de substancias extrañas debe ser de menos de 50 fracciones 
de insectos y menos de 5g de excretas de roedor por cada diez kg. 
El ciclo de vida de Tribolium castaneum 
El gorgojo castaño de la harina presenta un ciclo de vida con diferentes fases de crecimiento: 
huevecillo, larva, pupa y adulto. El desarrollo, sobreviviencia y producción de huevecillos 
depende de una dieta adecuada y de las condiciones ambientales. Ambos factores también 
determinan los sitios de apareamiento y de oviposición del insecto. A través de la cría de insectos 
es posible conocer el tiempo en que se completa su ciclo de vida y predecir el crecimiento de la 
población (Hagstrum et al. 1995). 
Los huevecillos son muy pequeños de color blanco claro y pegajosos, a menudo se encuentran 
cubiertos de harina o de otros alimentos e incuban en 5 a 12 días. La hembra puede ovipositar 
cerca de 1000 huevecillos 
Las larvas pueden alcanzar su completo desarrollo en uno a cuatro meses, dependiendo de la 
temperatura y tipo de alimento; su longitud puede ser aprox. de 0.4 cm. Las pupas son blancas 
desnudas y permanecen en este estadio una semana aproximadamente. El adulto es alargado de 
0.35 cm. de largo aprox. y de color café-rojizo. Te completa su ciclo de vida en 37 días en 
promedio y puede vivir mas de tres años, 
Efecto de los factores ambientales sobre el crecimiento del insecto 
Las preferencias de temperatura de los insectos son importantes debido a su incapacidad para 
regular la temperatura corporal, de tal forma que este factor ambiental determina el tiempo de 
desarrollo, la fecundidad y la tasa de crecimiento poblacional. Los adultos de Te prefieren 
temperaturas alrededor de los 30°C (Langer y Young, 1976). A esta temperatura el tiempo de 
desarrollo es corto, la tasa de fecundidad y de crecimiento poblacional son altas. Donahaye, E. eC 
al, (1996) encontraron temperaturas adecuadas de desarrollo a 35°C. 
Se han encontrado diferencias en la temperatura que prefieren los adultos de Te en función del 
sexo; las hembras son menos dinámicas y prefieren lugares mas frescos que los machos. El 
movimiento de los machos hacia lugares tibios se explica por su habilidad para detectar el calor 
con el tcrcer segmento de sus antenas (Hagstrum et al. 1998).Las bajas temperaturas también 
limitan el desarrollo del insecto, el adulto muere a QX y la pupa a-18°C. 
El efecto de la humedad del grano lo han estudiado Fields y Korunic (2000) y encontraron que a 
medida que disminuye el contenido de humedad aumenta la mortalidad. El contenido de 
humedad en grano y harina donde se desarrolla mejor Te es del 12.5% Rentería-Gutierrez et al. 
(2000). 
Efecto de los factores nutricionales sobre el crecimiento del insecto 
T. castaneum utiliza los aromas volátiles del grano para distinguir si los granos de los cereales 
almacenados están dañados mecánicamente o por otros insectos (Trematerra et ai, 2000). Puede 
crecer en grano entero de trigo, hasta completar su ciclo de vida, sin embargo el crecimiento de la 
población es mas alto cuando se cultiva en harina de trigo (Via, 1991). 
Rentería-Gutierrez et al. (2000) encontraron que un numero reducido de adultos de T. Castaneum 
resultó cuando estos se criaron sobre grano entero, pero una alta densidad de adultos se presentó 
cuando estos se criaron en harina, incluso de diferentes variedades de trigo. También establecen 
que el contenido de proteína total y las características físicas no tuvieron una influencia 
significativa sobre el crecimiento poblacional de esta especie. 
Cuando Te se crió sobre muestras de harina procedentes de diferentes variedades de trigo 
comercial se encontró fuerte correlación entre el contenido total de almidón vs. el numero de de 
larvas y adultos. Hagstrum et al. (1998) han logrado mantener la cría de insectos por varias 
generaciones con una dieta a base de harina de trigo y 5% de levadura de cerveza a 36°C y 70% 
de humedad relativa. 
Establecimiento de la cría de Tribolium castaneum 
Existen amplias descripciones acerca del equipo e infraestructura para cultivar Tribolium 
castaneum (Via, S., 1991; Rentería-Gutierrez, et ai, 2000; Trematerra, P. et ai, 2000; Mohán, S. 
et al, 2002), sin embargo su diseño depende mas del ingenio y de la disponibilidad de recursos 
para establecer la cría. 
Es importante que los insectos incluidos en los bioensayos sean de la misma edad. Esto permite 
atribuir las causas de muerte a una sola fuente de variación y descartar la muerte por otras causas. 
En este sentido también será posible cuantificar la mortalidad natural del insecto bajo condiciones 
controladas de humedad y temperatura. 
El establecimiento de la cría se realizó en dos fases: La primera tuvo por objetivo el incremento 
del número de insectos y la segunda producir insectos de la misma edad. 
En la primera fase se utilizó maíz como medio inicial de cultivo. Este se inspeccionó visualmente 
y grano por grano para tener la seguridad que no estaban presentes otras plagas. El grano 
seleccionado, se trituró y con él se llenaron 2 frascos de vidrio de 3 1: Dos días después se 
colocaron los insectos y se cubrieron los recipientes con tapa metálica, La tapa tenia una malla de 
una pulgada cuadrada que permitía el intercambio de aire hacia el interior. 
Los frascos se ubicaron por espacio de dos meses en un lugar oscuro, a temperatura de 33° C en 
promedio y humedad relativa del 70% aproximadamente. No se presentó crecimiento fungico 
durante esta fase. 
En la segunda fase, se probaron maíz quebrado, harina de trigo y harina de trigo integral como 
medios de cultivo, estas dos ultimas adicionadas con 5% de levadura de cerveza. Se esterilizaron 
los dos tipos de harina en autoclave a 120°C, 15 min. y 15 libras de presión con la finalidad de 
evitar la presencia de huevecillos y larvas de otras plagas. Se permitió un tiempo de cinco días 
para equilibrar el contenido de humedad de la harina con el ambiente, manteniendo los frascos a 
33° C en promedio. 
Los medios de cultivo se dispusieron en frascos de vidrio de 3 litros de capacidad. En cada frasco 
se colocaron 200 adultos de Tribolium castaneum, y se dejaron en contacto por espacio de quince 
días. Posteriormente se retiraron los insectos. 
El efecto de los medios de cultivo se evaluó contando el numero de larvas y adultos, así como los 
días transcurridos a la producción de adultos. Los resultados obtenidos se muestran en el 
siguiente cuadro. 
Cuadro No. 1 Ciclo de vida, numero de larvas y de adultos de Tribolium castaneum 
desarrollados en diferentes medios de cultivo. 
Medio de cultivo No. de larvas No. de adultos Ciclo de vida (dias) 
Maíz quebrado 362 136 39 
Harina de trigo mas 5% de 
levadura de cerveza 626 205 33 
Harina de trigo integral 523 159 35 
El crecimiento de Te fue mayor en el medio de cultivo que contenía harina de trigo mas 5 % de 
levadura de cerveza y en harina de trigo integral. La cría del insecto en maíz quebrado determinó 
mayor ciclo de vida y menor numero de larvas y adultos. Estos resultados son consistentes con 
los reportados por Rentería-Gutierrez et al. (2000), donde establecen que la tasa de oviposición y 
de emergencia de adultos del gorgojo castaño de la harina fue menor en grano quebrado. Al 
parecer la harina de trigo adicionada con 5% de levadura de cerveza es el mejor medio de cultivo 
para Te, debido al menor ciclo de vida y el mayor numero de larvas y adultos. 
Perspectivas de la cria de insectos 
La cría de insectos permite apoyar la investigación en los siguientes aspectos: 
• Estudiar a nivel celular el mecanismo de acción de las toxinas, así como la presencia de 
enzimas intestinales del insecto que pudieran incrementar el efecto tóxico. 
• Morütoreo de plagas a través de medios no convencionales. 
• Evaluar la resistencia del insecto hacia los insecticidas químicos y biológicos 
• En el ámbito de la medicina es posible estudiar las reacciones alérgicas al insecto 
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